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Resumen del TFG: Las distrofias hereditarias de la retina (DHR) son un conjunto de trastornos que se 
caracteriza por la muerte progresiva de los fotorreceptores, lo que conlleva una pérdida de la función 
visual, pudiendo llegar a la ceguera legal. Se estima que afectan a alrededor de 1 de cada 3.000 
individuos, por lo que, las DHR se engloban dentro de las enfermedades raras. El diagnóstico genético 
de las DHR es fundamental para la confirmación de la sospecha clínica, ofrecer un correcto 
asesoramiento genético y poder incluir a los pacientes en ensayos clínicos basados en terapias dirigidas 
a genotipos concretos.  
En este trabajo, hemos establecido el diagnóstico genético de una cohorte de pacientes con una 
sospecha clínica de DHR mediante secuenciación masiva dirigida. El panel de genes consta de la región 
codificante de 114 genes, sus regiones intrónicas flanqueantes y de varias regiones intrónicas 
profundas en las que previamente se han descrito mutaciones. Mediante esta estrategia se ha logrado 
el diagnóstico genético del 55% de los pacientes incluidos en la cohorte en consonancia con las ratios 
diagnósticas reportadas previamente en la bibliografía. Por otra parte, en los probandos P2 y P4 se 
detectó variantes patogénicas o potencialmente patogénicas en más de un gen. El hallazgo de 
mutaciones deletéreas en múltiples genes puede impactar significativamente sobre las elecciones 
reproductivas de los pacientes y sobre su elegibilidad para recibir un tratamiento genético específico 
para un gen.  
En los pacientes cuyo diagnóstico estaba completo, las mutaciones causantes de la patología se 
distribuían a lo largo de 8 genes distintos: 3 genes con herencia autosómica recesiva, 3 genes con 
herencia autosómico dominante y 2 genes con herencia ligada al X. Se identificó un total de 12 
variantes patogénicas o probablemente patogénicas, incluyendo: 5 missense, 2 nonsense, 1 frameshift 
y 4 variantes que alteran el splicing. Por otra parte, se describieron 5 variantes noveles, incluyendo 
una nonsense en CHM, una missense en BEST1 y 3 variantes de splicing en CACNA2D4, OFD1 y HK1. 
Para determinar la patogenicidad de las variantes de splicing se realizaron ensayos in vitro con 
minigenes, concluyéndose que c.2489-2A>G en OFD1 ocasionaba la deleción de las 6 primeras bases 
del exón 19.  
En otra cohorte de pacientes en la que el estudio del panel de genes no había permitido identificar la 
causa genética de la enfermedad, se realizó un WES. Se incluyó 4 pacientes diagnosticados con 
retinosis pigmentaria. Sin embargo, solo se logró el diagnóstico genético preliminar de los hermanos 
RPN-464 y RPN-465. En estos probandos, se halló dos variantes missense en IFT140: una previamente 
descrita como patogénica y otra de significado clínico incierto. Su presencia en los dos hermanos 
afectos sugería que podría estar asociada al fenotipo de enfermedad. A considerar que 
originariamente IFT140 no había sido incluido en el diseño del panel de genes Desafortunadamente, 
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no disponíamos de ADN de los progenitores, de manera que, no se pudo llevar a cabo el análisis de la 
segregación.  
Palabras claves: distrofias hereditarias de la retina; estudio genético; secuenciación masiva; panel de 
genes; exoma completo; variantes. 
Tittle:  Molecular diagnosis of patients with inherited retinal dystrophies using high throughput 
sequencing.  
Abstract: Inherited retinal dystrophies (IRD) are a group of diseases characterised by the progressive 
death of photoreceptors, leading to a visual function loss and even legal blindness. It is estimated that 
around 1 in 3000 individuals is affected, as a result, IRD are considered among rare diseases. Genetic 
diagnostic plays a key role in confirming clinical suspicions, providing proper genetic assessment and 
including patients in clinical trials based on therapies directed to certain genotypes.  
In this work, we have established the genetic diagnosis of a patient cohort with an IRD clinical suspicion 
through directed sequencing. The gene panel is constituted by 114 genes, their corresponding flanking 
intronic regions and several deep intronic regions where mutations were previously reported. This 
approach has yielded a genetic diagnosis for 55% of the patients included in the cohort in accordance 
with the diagnostic ratios which had been previously reported in the literature. Furthermore, in 
probands P2 and P4 likely pathogenic or pathogenic variants were reported in several genes. Finding 
deleterious mutations in multiple genes can significantly impact patients’ reproductive choices and 
eligibility for receiving a gene-specific genetic treatment.  
In patients with a molecular diagnostic, mutations responsible for the disease were distributed across 
8 different genes: 3 genes with an autosomal recessive inheritance, 3 genes with an autosomal 
dominant inheritance and 2 genes with X-linked inheritance. A total of 12 likely pathogenic or 
pathogenic mutations were identified, including: 5 missenses, 2 nonsenses, 1 frameshift and 4 splicing 
altering mutations. Moreover, we described 5 novel variants, including a nonsense variant in CHM, a 
missense variant in BEST1 and 3 splicing variants in CACNA2D4, OFD1 y HK1. In order to determine the 
pathogenicity of the splicing variant in vitro assays with minigenes were carried out, concluding that 
c.2489-2A>G in OFD1 leads to the deletion of the first six bases of exon 19.  
In another patient cohort where the gene panel analysis was unable to identify the genetic origin of 
the disease, a WES was performed. We included 4 patients diagnosed with retinitis pigmentosa. Even 
though, we only achieved a preliminary diagnosis for siblings RPN-464 and RPN-465. In these probands, 
we found two missense variants in IFT140: a known pathogenic variant and a variant of clinical 
uncertain significance. Its presence in both affected siblings suggests that it could be associated with 
the disease phenotype. To remark that originally IFT140 was not included in the gene panel design. 
Unfortunately, we were lacking their parent’s DNA, so we could not perform a segregation analysis.  
Key words: inherited retinal dystrophies; molecular diagnosis; Next generation sequencing; gene 
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1. INTRODUCCIÓN 
1.1. Estructura y función de la retina 
La retina es una sección fotosensible del globo ocular, anatómicamente su capa más interna, en la que 
se produce la conversión del estímulo lumínico a señales neurales, que son transmitidas al cerebro 
para su interpretación como una imagen visual (Wright et al., 2010). Brevemente, es un tejido de 
~200μm de grosor en el que se observa una estructura estratificada compleja constituida por distintos 
tipos celulares, que se distribuyen en un total de diez capas (Ramón y Cajal, 1933) (Figura 1A). Entre 
ellas se incluye el epitelio pigmentario de la retina y el neuroepitelio, un estrato conformado por 
diferentes neuronas interconectadas entre las que se encuentran los fotorreceptores. 
El epitelio pigmentario de la retina (EPR) constituye su capa más externa. Está conformado por una 
monocapa de células firmemente adheridas a la coroides por medio de la membrana de Brunch. 
Presentan microvellosidades en su polo apical, que rodean los segmentos externos de los 
fotorreceptores, y gránulos de melanina en su citosol. Las funciones desempeñadas por el EPR son 
cruciales para asegurar la viabilidad de los fotorreceptores: interviene en la absorción de las 
radiaciones lumínicas, en el intercambio metabólico entre la coroides y el neuroepitelio, así como en 
la fagocitosis y la degradación continuada de los segmentos externos de los fotorreceptores (Young 
and Bok, 1969). Esta degradación conlleva la formación de lipofuscina, un subproducto cuya 
acumulación anómala se ha asociado a múltiples trastornos hereditarios de la retina (Michaelides et 
al., 2006).  
1.1.1. Los fotorreceptores 
Los fotorreceptores son las neuronas que llevan a cabo la conversión de la energía lumínica en un 
potencial eléctrico a través de la fototransducción. En la mayoría de vertebrados distinguimos dos tipos 
de fotorreceptores: los conos y los bastones. 
En lo respectivo a su localización y morfología, los conos y los bastones difieren significativamente. Los 
bastones son células cilíndricas que superan ampliamente en número a los conos, aproximadamente 
en una proporción 20:1 (120 millones: 6-7 millones). Por otra parte, los bastones se encuentran 
distribuidos por la totalidad de la retina, exceptuando la fóvea. Esta última se encuentra poblada 
exclusivamente por los conos, que se concentran en el área central de la retina, la mácula. En otras 
palabras, la densidad de conos desciende notablemente según nos distanciamos de la fóvea y nos 
aproximamos a la periferia de la retina, donde la densidad de conos es relativamente uniforme. En la 
periferia, los bastones constituyen el fotorreceptor predominante (Osterberg 1935). 
Los bastones son los fotorreceptores que confieren la percepción en blanco y negro, manifiestan una 
elevada sensibilidad a la luz, y, en consecuencia, son los responsables de la visión en condiciones de 
baja luminosidad (visión escotópica). Los discos de su segmento externo contienen rodopsina, un 
fotopigmento cuyo máximo de absorción se encuentra en torno a 500 nm. La sensibilidad de los conos 
es menor a la exhibida por los bastones, por lo que, su activación se produce en condiciones fotópicas 
(Kolb, 2021). Los conos poseen tres tipos de opsina que se diferencian en su máximo de absorción. 
Cuando se ubica a una longitud de onda de 421 nm (azul) estamos ante conos-S, si se localiza a 530 nm 
(verde) nos encontramos ante conos-M y finalmente, cuando se halla a 559nm(rojo) son conos-L 
(Stockman y Sharpe, 2000). En definitiva, los bastones son responsables de la visión periférica y la 
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Pese a sus diferencias, los conos y los bastones presentan una estructura funcional común (Kolb, 2021), 
que tal y como muestra la Figura 1B, consta de:  
a) Segmento externo: alberga los pigmentos fotosensibles y carece de mitocondrias y ribosomas. 
b) Segmento interno: en el que reside una gran acumulación de mitocondrias, así como la 
maquinaria proteica de la célula. 
c) Cilio conector: asegura el tráfico de vesículas desde el segmento interno al externo. 
d) Cuerpo celular: en él se localiza el núcleo celular. 















Figura  1: La retina humana. (A) Sección transversal estratificada de la retina humana, de arriba a bajo: i)  los 
segmentos externos de los fotorreceptores (SE); ii) los segmentos internos de los fotorreceptores (SI); iii) la capa 
nuclear externa (CNE), conformada por los núcleos de los fotorerrecpetores; iv) la capa plexiforme externa (CPE) 
que actúa como sinapsis entre los fotorreceptores y las células horizontales y bipolares; v) la capa nuclear interna 
(CNI) constituida por los núcleos de las células amacrinas, horizontales y de Müller; vi) la capa plexiforme interna 
(CPI), región sináptica entre las células bipolares con las gangliolares y las amacrinas y finalmente, vii) la capa 
formada por los núcleos de las células gangliolares (CCG). EPR: epitelio pigmentario de la retina (Adaptada de 
Sung y Chuang, 2010). (B) Estructura funcional de los fotorreceptores de la retina humana (Adaptada de Wright 
et al., 2010).  
1.1.2. La fototransducción 
La fototransducción es un mecanismo bioquímico a través del cual una señal lumínica es absorbida por 
los pigmentos fotosensibles, amplificada y transformada en una respuesta neuronal. Los pigmentos 
visuales se localizan en los discos del segmento externo de los fotorreceptores y se encuentran 
formados por una opsina, una proteína de membrana y un cromóforo, el 11-cis-retinal. En condiciones 
de luz, el 11-cis-retinal absorbe un protón, lo que conlleva su isomerización a all-trans-retinal. La 
isomerización de este cromóforo trae consigo un cambio conformacional del fotopigmento. La opsina 
activada induce una cascada de señalización mediada por una proteína G heterodimérica, denominada 
transducina, que en última instancia desencadena la hidrólisis del GMPc vía la fosfodiesterasa 6. 
Seguidamente, el descenso en la concentración intracelular de GMPc ocasiona el cierre de los canales 
iónicos, por lo que, se hiperpolariza la membrana, viéndose afectada la liberación de 
neurotransmisores en la terminación sináptica (Michaelides et al., 2006; Yau y Hardie, 2009). 
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En concreto, en condiciones de oscuridad conos y bastones presentan un potencial de membrana de -
40 mV y secretan glutamato. Este neurotransmisor actúa inhibiendo a las neuronas de segundo orden 
(células bipolares). La activación de la opsina y el consecuente cierre de los canales catiónicos 
dependientes de GMPc provoca que adquieran un potencial de -70 mV. En consecuencia, se reduce la 
liberación de glutamato, resultando en la activación de las células bipolares y permitiendo que la señal 
sea transmitida a la corteza visual del cerebro (Schnapf 1987; You y Hardie, 2009). Por último, el all-
trans-retinal debe ser reconvertido en 11-cis-retinal en el EPR. 
1.1.3. El ciclo visual 
El ciclo visual es la vía de reacciones enzimáticas cuya finalidad es la regeneración del cromóforo 
retiniano. La activación del pigmento fotosensible sucede vía la isomerización del crómoforo 11-cis-
retinal a all-trans-retinal. En primer lugar, el all-trans-retinal se disocia de la opsina y se conjuga con el 
lípido de membrana fosfatidiletanolamina para su transporte al citoplasma del fotorreceptor por 
medio de la proteína ABCA4. Este transportador pertence a la familia de proteínas ABCR (ATP-binding 
cassette transporter retina specific). Posteriormente, el all-trans-retinal es reducido a all-trans-retinol 
vía la enzima RDH12 (all trans retinol deshidrogenase 12) y es trasladado al EPR mediante el 
transportador IRBP (intersticial retinol binding protein). A continuación, la enzima LRAT (lecithin retinol 
acyltransferase) esterifica el all-trans-retinol, dando lugar al éster all-trans-retinil. Finalmente, la 
transisomerización de este producto es catalizada por las enzimas RPE65 y 11-cis retinol 
deshidrogenasa, cuya actividad reconstituye el cromóforo inicial, 11-cis retinal. Por último, el 11-cis-
retinal es exportado al segmento externo del fotorreceptor, donde se conjuga con la opsina (Wright et 
al., 2010). 
1.2. Distrofias hereditarias de retina (DHR) 
Las distrofias hereditarias de la retina (DHR) son un conjunto de entidades clínicas que se caracteriza 
por la disfunción o muerte progresiva de las células del epitelio pigmentario (EPR) y/o los 
fotorreceptores, lo que conlleva una pérdida de la función visual y la ceguera legal (Rodríguez-Muñoz 
et al., 2020). En relación a su prevalencia, se estima que alrededor de 1 de cada 3000 personas se 
encuentra afectada, por lo tanto, las distrofias hereditarias de la retina se consideran enfermedades 
raras (Sahel et al., 2014). 
Las DHR son enfermedades monogénicas que pueden exhibir todos los patrones posibles de herencia 
mendeliana: autosómica dominante (AD), autosómica recesiva (AR) y ligada al cromosoma X (LX). No 
obstante, también se ha descrito otros tipos de herencia no mendeliana como la herencia 
mitocondrial, el digenismo y la disomía uniparental (Rivolta, 2002; Kajiwara et al., 1994).  
1.2.1. Heterogeneidad clínica y genética 
Las DHR presentan una elevada heterogeneidad tanto alélica como genética. A día de hoy, se han 
descrito 307 genes y loci asociados a DHR sindrómicas y no sindrómicas (Retnet, 
https://sph.uth.edu/retnet, último acceso el 1 de julio de 2021). A considerar que una misma entidad 
clínica puede estar motivada por mutaciones en diferentes genes, al igual que, mutaciones en el mismo 
gen pueden dar lugar a diferentes entidades clínicas (Figura 2A). Por otra parte, las mutaciones 
frecuentes y hotspot se consideran inusuales y muchas variantes patogénicas únicamente han sido 
reportadas en una familia. Además, los cambios nucleotídicos que recaen en el mismo gen también 
pueden diferir en sus patrones de herencia (Rodriguez Muñoz, 2020).  
Se advierte una elevada variabilidad fenotípica intrafamiliar e interfamiliar, penetrancia incompleta y 
unidisomía parental (Rodríguez Muñoz et al., 2020). Su variabilidad clínica se traduce en que dos 
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individuos portadores de la misma variante incluso en el seno de una misma familia pueden diferir en 
el grado de severidad con el que manifiestan la enfermedad (González-Del Pozo et al., 2013). 
Asimismo, las diferentes entidades clínicas solapan parcialmente en base al fotorreceptor que se ve 
afectado en primera instancia y al estadio de progresión de la patología cuando se establece el 
diagnóstico clínico diferencial (Figura 2B). Los factores mencionados a lo largo de este apartado 
dificultan el establecimiento del diagnóstico genético de las DHR. 
 
Figura  2: La variabilidad clínica y genética de las DHR. (A) Representación del solapamiento genético de la 
retinosis pigmentaria con otras DHR (Verbakel et al., 2018). (B) Representación del solapamiento clínico en las 
DHR (Adaptada de Den Hollander et al., 2010).  ACL: amaurosis congénita de Leber; ACRM: acromatopsia 
congénita; CNEC; ceguera nocturna estacionaria congénita; DC: distrofia de conos; DCB: distrofias de conos-
bastones; RP: retinosis pigmentaria; SGF: síndrome de Goldmann Favre; STGD: enfermedad de Stargardt.  
1.3. Clasificación de las distrofias hereditarias de retina 
Las DHR pueden clasificarse de acuerdo a múltiples parámetros, incluyendo el sector de la retina 
mayoritariamente afectado (periféricas/centrales), la concurrencia de patología extraocular (no 
sindrómicas/sindrómicas) y la progresión de la degeneración de los fotorreceptores o su ausencia 
(progresivas/estables). 
A continuación, se ofrece una clasificación atendiendo al fotorreceptor que se ve afectado al inicio de 
la enfermedad, constituyéndose cuatro grupos: distrofias de bastones, distrofias de conos, distrofias 
mixtas y otras distrofias de retina (Berger, Kloeckener-Gruissem and Neidhardt 2010). 
1.3.1. Distrofias de bastones 
En las distrofias de bastones o distrofias de bastones-conos se produce primeramente la pérdida de 
los bastones, que acabará por extenderse de manera progresiva a los conos (Hamel, 2006). Como 
consecuencia de la distribución característica de conos y bastones también se las denomina distrofias 
periféricas. Dentro de este grupo podemos trazar una segunda distinción, diferenciándolas en función 
de si son progresivas (ej. retinosis pigmentaria) o estables (ej. cegueras nocturnas estacionarias). 
1.3.1.1. Retinosis pigmentaria (RP) 
La retinosis pigmentaria (RP, MIM #268000, ORPHA:791) es la forma de DHR que presenta una mayor 
frecuencia, concretamente, se le atribuye entre el 85-90% de los casos de DHR (Ayuso y Millán, 2010). 
Se encuentra caracterizada por una disfunción primaria de los bastones a la que le sigue la pérdida de 
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los conos (Verbakel et al., 2018). En relación a su prevalencia, se ha estimado que afecta a 1 de cada 
4000 individuos (Ammann et al., 1965; Boughman et al., 1980; Haim 2002). No obstante, se ha 
reportado frecuencias más elevadas en algunas poblaciones asiáticas (Sen et al., 2008; Xu et al., 2006).  
Inicialmente, la RP se manifiesta con nictalopia y constricción del campo visual. En estadios tardíos, la 
degeneración de los conos supone una disminución de la agudeza visual y una pérdida del campo de 
visión central (Verbakel et al., 2018). Los primeros síntomas suelen desencadenarse en la adolescencia, 
si bien, el periodo de presentación puede oscilar desde la infancia temprana hasta la edad adulta. 
Habitualmente, la aparición a una edad temprana está asociada una progresión más rápida de la 
enfermedad (Hamel, 2006). 
Alrededor de la mitad de los casos de RP surgen de forma esporádica, es decir, en ausencia de una 
historia en la familia. Un estimado fiable de la frecuencia de los patrones hereditarios apuntaría a que 
un 30-40% de los casos de RP presentan una herencia AD, un 50-60% manifiestan herencia AR y 
finalmente, en un 5-15% la herencia es LX (Hamel, 2006; Hartong et al., 2006). Sin embargo, también 
se ha observado fenómenos genéticos que alteran los patrones de herencia mendelianos.  
Además, el patrón de herencia se encuentra correlacionado con la severidad de la enfermedad. En 
este sentido, la RP ligada al cromosoma X trae consigo un peor pronóstico que la RP autosómica 
recesiva. En comparación, los pacientes de RP autosómica dominante son aquellos que exhiben una 
mácula mejor conservada (Hamel, 2006; Hartong et al., 2006). 
La RP es la DHR más heterogénea en términos genéticos, puesto que se han hallado más de 90 genes 
asociados a la enfermedad. Más de un 50% de los genes implicados posee un patrón de herencia AR. 
En cuanto a los genes más prevalentes en RP AR, destacan EYS (Audo et al. 2010; Barragán et al. 2010) 
y USH2A (Rivolta et al. 2000; Bernal et al. 2003), cuyas frecuencias se encuentran alrededor de 10-30% 
y 10-15%, respectivamente (Fahim et al., 2000). En la RP AD los genes con mayor tasa de mutación son 
RHO y PRPF1, con frecuencias de 28% y 8%, respectivamente (Daiger et al., 2008). Finalmente, cuando 
la herencia se encuentra ligada al cromosoma X la mutación responsable suele estar localizada en el 
gen RPGR. Las mutaciones en dicho gen lograrían explicar al menos el 70% de los casos reportados de 
RP LX (Vervoort et al., 2000; Hartong et al., 2006). 
1.3.2. Distrofias de conos 
Las distrofias de conos o distrofias centrales suponen una pérdida progresiva de los conos al comienzo 
de la enfermedad. Posteriormente, en estadios más tardíos también se observa una disfunción en los 
bastones (Hamel, 2007). Como ocurre con las distrofias de bastones, las distrofias de conos también 
pueden clasificarse en progresivas (ej. distrofias de conos, distrofias de conos-bastones y distrofias 
maculares) y estables (ej. acromatopsia congénita). 
1.3.2.1. Distrofia de conos (DC) y distrofia de conos-bastones (DCB) 
Se estima que la prevalencia de la distrofia de conos (DCB, ORPHA:1871) y de la distrofia de conos-
bastones (DCB, ORPHA:1871) se halla en torno a 1:30.000-1:40.000 (Michaelides, 2004; Hamel, 2007), 
de modo que, es diez veces inferior a la de la RP. Para ambas patologías el inicio de la enfermedad se 
ubica en las dos primeras décadas de la vida. Más adelante, sufren una disminución gradual de la visión 
que en última instancia desemboca en la ceguera legal antes de los 25 años en los pacientes de DCB y 
de los 50 años en afectados por DC (Thiadens et al., 2012). 
En relación al cuadro clínico, los pacientes manifiestan fotofobia, disminución de la agudeza visual, 
discromatopsia y escotomas centrales. A nivel de diagnóstico diferencial, la distrofia de DCB se 
caracteriza por una disfunción temprana de los bastones, que ocasiona la pérdida de la visión nocturna 
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casi al comienzo del curso de la enfermedad (Michaelides et al. 2006).  Contrariamente a lo que sucede 
en las DCB y en las maculopatías, durante el curso clínico de la DC las lesiones maculares puede estar 
ausentes durante años, pese a que sí que se observa una reducción de la agudeza visual (Hamel, 2007). 
En estadios avanzados de DC, DCB y maculopatías, los síntomas no se reducen a la atrofia central, sino 
que surgen signos y síntomas propios de la RP (Michaelides et al. 2006). 
Se han identificado 27 genes asociados, de modo que, se trata de dos enfermedades genéticamente 
heterogéneas (Retnet, https://sph.uth.edu/retnet, último acceso el 1 de julio de 2021). Se han 
reportado los siguientes patrones de herencia mendeliana: autosómico dominante (AD), autosómico 
recesivo (AR) y herencia recesiva ligada al cromosoma X (LX). Para las DCB en el 15% de los casos la 
herencia es AD frente a un 80% AR y un minoritario 5% en el que se encuentra ligada al cromosoma X 
(Thiadens et al., 2011). Las mutaciones que recaen sobre el gen ABCA4 constituyen una causa genética 
relevante para ambas enfermedades, con una frecuencia del 9% en la DC y del 26% en la DCB (Thiadens 
et al., 2012). 
1.3.2.2. Distrofias maculares 
Bajo el término distrofia macular se agrupa un conjunto de enfermedades heterogéneas, que cursan 
con una alteración de los fotorreceptores y el EPR a nivel de la mácula. En los estadios tardíos, la 
afectación puede extenderse a la retina periférica, dificultado el diagnóstico diferencial (Michaelides, 
2003). 
1.3.2.2.1. Enfermedad de Stargardt (STGD) 
La enfermedad de Stargardt (STGD, MIM #248200, ORPHA:827) es una distrofia macular de herencia 
AR, cuyo origen genético se encuentra en mutaciones del gen ABCA4. Su manifestación clínica puede 
variar ampliamente. Su marcada heterogeneidad fenotípica deriva del elevado número de variantes 
patogénicas (>900) que han sido identificadas en este locus. Es la segunda DHR más habitual, precedida 
únicamente por la RP, con una prevalencia de 1:8.000-1:10.000 individuos. El inicio del curso de la 
enfermedad se encuentra en la infancia, seguido de la adultez temprana y más infrecuentemente en 
la adultez tardía. Nótese que un inicio tardío se asocia con una menor severidad (Tanna et al., 2016). 
El producto del gen ABC4A es una proteína transportadora de casete de unión a ATP, que reconoce al 
all-trans-retinal. Las mutaciones deletéreas sobre este gen provocan la acumulación del all-trans-
retinal en el interior del disco de los fotorreceptores, que por medio de la fagocitosis acabará 
depositándose en las células del EPR. Como resultado de la acumulación de all-trans-retinal se forma 
un producto de una tonalidad naranja fluorescente, la lipofuscina, cuya acumulación resulta tóxica y 
ocasiona la muerte de estas células. En consecuencia, la muerte de los fotorreceptores se produce 
secundariamente al fallo del EPR (Rozet et al., 1998).  
1.3.2.2.2. Distrofia macular viteliforme de Best (DMVB) 
La distrofia macular viteliforme de Best (MIM #153700, ORPHA:1243) es una de las distrofias maculares 
de mayor prevalencia, viéndose afectados 1:10.000 individuos. La DMVB es una enfermedad con un 
patrón hereditario AR o AD con penetrancia incompleta, cuyo origen genético se encuentra en 
mutaciones en el gen BEST1. Tal como ocurre con la enfermedad de Stargardt, las mutaciones en BEST1 
provocan la formación de un acúmulo de lipofuscina en el EPR con la consiguiente muerte de estas 
células, por ende, se produce la disfunción de los fotorreceptores (Tsang y Sharma, 2018). 
Habitualmente, esta patología surge durante la infancia, manifestándose entre los 3 y los 15 años. 
Aunque su detección suele retrasarse, porque la agudeza visual puede mantenerse intacta durante 
muchos años (Maggon et al., 2008). 
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Pese a que a la presentación de la enfermedad es muy variable, la DMVB se caracteriza por la aparición 
de una lesión anaranjada o amarillenta con aspecto de yema de huevo (viteliforme) en la mácula, que 
es el resultado de la formación de depósitos de lipofuscina en el espacio subretiniano. Además, los 
afectados presentan una reducción de la agudeza visual y la aparición de metamorfopsias. En relación 
al curso de la enfermedad, algunos portadores jamás llegar a expresar el fenotipo y otros no progresan 
más allá de los estadios tempranos. Por lo general, los afectados conservan la visión de lectura al 
menos en un ojo durante el curso de su vida (Tsang y Sharma, 2018). 
1.3.3. Distrofias mixtas 
En las distrofias mixtas, alternativamente conocidas como distrofias generalizadas, se da la 
degeneración simultánea de conos y bastones.  
1.3.3.1. Amaurosis congénita de Leber 
La amaurosis congénita de Leber (ACL, ORPHA:65) se considera la DHR de mayor gravedad, puesto que 
los pacientes sufren una pérdida visual severa a lo largo del primer año de la vida. En relación a su 
prevalencia, 1 de cada 50.000 individuos se ve afectado por ACL. Si bien, supone el 5% de la totalidad 
de las DHR diagnosticadas y el 20% de los casos de ceguera infantil. En lo que respecta a la clínica, se 
ha descrito la siguiente sintomatología: pérdida de visión aguda desde del nacimiento o durante el 
primer año, nictalopía, fotofobia y nistagmus. Adicionalmente, en algunas ocasiones se ha observado 
el signo oculodigital, que consiste en presionar y frotar los ojos, queratoconos y cataratas (Kumaran et 
al., 2017).  
En términos clínicos y genéticos, la ACL se solapa con la RP de inicio temprano. En lo relativo al 
diagnóstico diferencial, los pacientes que manifiestan síntomas a raíz del nacimiento o durante el 
primer año de vida son considerados como ACL. Por el contrario, cuando la aparición de la 
sintomatología se da entre los 1-5 años se clasifican como RP de inicio temprano. En la actualidad, se 
ha descrito 26 genes causantes de ACL/RP de inicio temprano (Retnet, https://sph.uth.edu/retnet, 
último acceso mayo 2021), la mayoría con un patrón de herencia autosómico recesivo.  Entre los genes 
más frecuentemente mutados destacan GUCY2D (10-20%) y CEP290 (15-20%) (Kumaran et al. 2017). 
1.3.4. Otras distrofias de retina 
En el presente apartado se ha incluido aquellas DHR que, además de afectar a la retina, conllevan la 
alteración de otras estructuras oculares. En este grupo se engloban patologías como la coroideremia, 
la retinosquisis juvenil ligada al X, el albinismo ocular y oculocutáneo, atrofia girata y el síndrome de 
Goldmann-Favre. En este trabajo nos limitaremos a describir una de las enfermedades más frecuentes: 
la coroideremia.  
1.3.4.1. Coroideremia 
La coroideremia (MIM #303100, ORPHA:180) es una enfermedad de herencia ligada al cromosoma X, 
cuyo origen genético se halla en mutaciones en el gen CHM. Esta patología cursa de manera progresiva 
y ocasiona la degeneración de la coroides, el EPR y los fotorreceptores. Su prevalencia se encuentra en 
torno a 1:50.000-1:100.000 (https://ghr.nlm.nih.gov/condition/choroideremia, mayo 2021). A raíz de 
su patrón de herencia afecta mayoritariamente a los varones, aun cuando también se han descrito 
casos de degeneración retiniana en las mujeres portadoras (Potter et al. 2004). La sintomatología 
clínica consiste en nictalopía que da comienzo en la infancia, progresa hacia la reducción concéntrica 
del campo visual y posteriormente, la disminución de la agudeza visual. Si bien, la agudeza visual se 
conserva razonablemente bien hasta alcanzada la sexta década de la vida. En general, la agudeza visual 
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central se encuentra preservada durante los estadios tempranos mientras que en los estadios tardíos 
se encuentra notablemente impedida (Roberts et al. 2002). 
1.4. Diagnóstico genético de las DHR 
Tradicionalmente el diagnóstico genético de las DHR se ha establecido por medio de la secuenciación 
Sanger. En función del diagnóstico clínico y del patrón de herencia se procedía priorizando 
secuencialmente aquellos genes más prevalentes en la enfermedad. Sin embargo, la heterogeneidad 
genética y clínica propia de las DHR hacía de este abordaje un proceso largo y costoso. El desarrollo de 
la secuenciación de nueva generación (Next generation sequencing, NGS) ha permitido secuenciar 
simultáneamente millones de fragmentos cortos de ADN, lo que supone un abaratamiento de los 
costes y una disminución del tiempo invertido (Metzker, 2009). En consecuencia, su aplicación en 
clínica ha revolucionado el diagnóstico molecular de las DHR. Si bien, esta nueva tecnología trae 
consigo una serie de problemáticas como la necesidad de almacenar los datos, el análisis 
bioinformático de las secuencias, la interpretación de las variantes identificadas, los hallazgos 
inesperados y las ramificaciones ético-legales.  
Según la región del genoma que se desee estudiar disponemos de tres aproximaciones: la 
secuenciación dirigida o panel de genes, la secuenciación del exoma completo y la secuenciación del 
genoma completo.  
La secuenciación dirigida o panel de genes se basa en la secuenciación de un grupo de genes o regiones 
genómicas predefinidas. Al tratarse de un diseño personalizado habilita la inclusión de regiones no 
exónicas en las que previamente se han descrito variantes de naturaleza patogénica. A día de hoy, la 
secuenciación dirigida se destaca como la alternativa más utilizada en el diagnóstico de enfermedades 
hereditarias, dado que su tamaño reducido abarata los costes por muestra secuenciada, facilita el 
análisis y el almacenamiento de los datos generados y minimiza las implicaciones éticas derivadas de 
los hallazgos fortuitos (Consugar et al., 2014). Sin embargo, un panel de genes requiere actualizaciones 
periódicas, así como la precisión en el diagnóstico clínico. Asimismo, es poco específico en regiones 
repetitivas del genoma y poco eficaz en la detección de variantes estructurales: translocaciones, 
inversiones, deleciones y duplicaciones (Stone et al., 2017).  
Por el contrario, la secuenciación de exoma completo (whole exome sequencing, WES) se fundamenta 
en la secuenciación de las regiones codificantes del genoma, que se estima que representan el 2% del 
genoma y albergan el 85% de las variantes patogénicas (Ayuso et al., 2013). Por ello, presenta un 
elevado peso en el diagnóstico molecular de las enfermedades hereditarias, siendo la aproximación 
predilecta para el descubrimiento de nuevos genes. En cuanto a sus limitaciones, se encarecen los 
costes y se complica la detección de mutaciones en las regiones repetitivas y variantes estructurales 
(Fromer y Purcell 2014; Huang et al. 2015). Adicionalmente, tampoco permite la inclusión de las 
regiones intrónicas de relevancia. Pese a que la mayoría de variantes causantes de patología se ubican 
en el exoma, se considera que un gran número de casos no resueltos puede deberse a mutaciones en 
regiones no codificantes (Carss et al., 2017). 
Finalmente, la secuenciación del genoma completo (whole genome sequencing, WGS) permite la 
identificación de cambios nucleotídicos ubicados en las regiones codificantes y en las no codificantes. 
En comparación con la secuenciación dirigida a un panel de genes, la WGS posibilita la detección de un 
amplio espectro de variación genética, incluyendo grandes variantes estructurales, mutaciones en las 
regiones no codificantes excluidas del diseño del panel y variantes en loci ajenos al panel. Las 
deleciones identificadas vía WGS presentan un tamaño variable que oscila desde <1.7 Kb a >520 Kb. La 
identificación de los puntos de ruptura en la secuencia no codificante facilita su validación clínica de 
manera asequible (Ellingford et al., 2016). La aparición de tecnologías que nos permiten obtener 
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lecturas más largas ha favorecido la identificación de regiones con alto contenido en GC, que tienden 
a eludir a la WES, secuencias repetitivas y variantes estructurales complejas (Chaisson et al., 2019). En 
contraposición, el pequeño tamaño de las regiones cubiertas en el WES dificulta la identificación de 
variantes estructurales de gran tamaño.  
A raíz de la considerable variación del fondo genético en las regiones no codificantes y de la necesidad 
de elucidar su función, un cambio deletéreo de un solo nucleótido queda enmascarado entre 
aproximadamente 4 millones de variantes resultado de la secuenciación de un genoma (Rodríguez-
Muñoz, 2020). Además, supone un incremento de los costes y de la complejidad del procesado de los 
datos. Por otra parte, la probabilidad de que se produzca un hallazgo incidental con las ramificaciones 
ético-legales que de ello derivan también aumenta. Por estas razones, pese a su potencial ha quedado 
relegado en el diagnóstico molecular de las DHR, a menos que su uso se encuadre dentro de un 
abordaje dirigido, complementado por medio de ensayos de validación funcional (Braun et al., 2013; 
Small et al., 2016). 
1.4.1. Estudio funcional de las mutaciones que afectan al splicing 
El splicing se integra dentro del proceso de maduración del ARNm, que se da en el núcleo de las células 
eucariotas previamente a que el ARNm sea exportado al citoplasma para su traducción a proteína. El 
splicing consiste en la eliminación de los intrones del pre-ARNm (precursor del ARNm) y el ensamblaje 
de los exones para generar el ARNm maduro. En función de la localización del tejido y/o de la etapa 
del desarrollo, el pre-ARNm puede ser sometido a un procesamiento diferencial que dé lugar a 
múltiples transcritos. Consecuentemente, este mecanismo celular permite la obtención de múltiples 
isoformas proteicas, estructural y funcionalmente distintas, a partir de un único gen. A este proceso 
se le denomina splicing alternativo y contribuye a explicar la enorme complejidad del proteoma de los 
vertebrados en base a un número limitado de genes (Maniatis y Tasic, 2002). 
En el splicing participa el espliceosoma, un complejo dinámico ARN-proteína que reconoce en el pre-
ARNm secuencias específicas que delimitan las fronteras entre exones/intrones, así como otras 
secuencias necesarias para el desarrollo de proceso de splicing. La maquinaria del espliceosoma es 
capaz de reconocer el sitio aceptor o 3’ splice site (3’ss) y el sitio donador o 5’ splice site (5’ss), 
localizados en los extremos 5’ y 3’ de las secuencias intrónicas. Asimismo, a una distancia de 20-50 
pares de bases del sitio de splicing 3’ se encuentra el branchpoint (Figura 3A). El ensamblaje de los 
componentes del espliceosoma concluye con la yuxtaposición del sitio aceptor y el sitio donador en el 
núcleo catalítico de este complejo. La catálisis se produce en dos etapas: primeramente, el extremo 5’ 
del intrón se une a residuo de adenina que cuelga del branchpoint, formándose un intermediario 
ramificado conocido como lariat intrónico, y finalmente, se lleva a cabo la ligación de los exones y la 
liberación del intermediario formado (Figura 3B) (Maniatis y Tasic, 2002). Por otra parte, otras 
secuencias reguladoras toman parte en el procesamiento del ARNm. Los llamados elementos 
reguladores del splicing o SER (splicing regulatory elements) actúan tanto a nivel exónico como 
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Figura  3: Representación del proceso de splicing. (A) Los exones se representan como cajas mientras que los 
intrones son representados como líneas. Se indican el 5’ splice site (5’ss), 3’ splice site (3’ss) y el branchpoint (BP). 
(B) Se muestra las dos reacciones de transesterificación que resultan en la escisión de los intrones del pre-ARNm 
(Adaptada de Ribeiro et al., 2020). 
El espliceosoma se enfrenta a dificultades en el reconocimiento exónico durante el procesamiento del 
pre-mRNA y en el establecimiento preciso de los límites intrón-exón. El tamaño medio de un exón 
humano se encuentra en torno a 150 nucleótidos mientras que el tamaño medio de un intrón es 
aproximadamente de 3.500 nucleótidos y puede alcanzar hasta 500.000 nucleótidos. En otras 
palabras, la maquinaria de splicing debe reconocer secuencias exónicas relativamente cortas que se 
disponen entre secuencias intrónicas de mayor longitud. Además, los sitios 5’ y 3’ splice site se 
encuentran pobremente conservados y los intrones contienen un gran número de sitios crípticos de 
splicing, cuya secuencia se asemeja vagamente a la secuencia consenso del sitio aceptor o del sitio 
dador (Maniatis y Tasic, 2002).  
Generalmente, el espliceosoma evita los sitios crípticos de splicing, pero una mutación en los sitios 
canónicos de splicing puede conllevar la activación de un sitio críptico de splicing, la pérdida del sitio 
natural aceptor/donador, la ganancia de un sitio nuevo aceptor/donador o una combinación de los 
eventos anteriores.  Otros mecanismos por los que el splicing puede verse alterado son la ruptura de 
las secuencias potenciadoras o la creación de secuencias inhibidoras. Las variantes de splicing pueden 
inducir la formación de transcritos aberrantes que den lugar a una forma truncada de la proteína o en 
los que, pese a respetarse el marco de lectura se ha delecionado la secuencia codificante para un 
dominio esencial para la funcionalidad de la proteína (Maniatis y Tasic, 2002; Fraile-Bethencourt et al., 
2019). 
El efecto de las mutaciones que afectan al procesamiento del pre-ARNm en la población no es 
desdeñable. De hecho, de la totalidad de las variantes descritas en HGMD Professional 2020.4 
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php, acceso mayo 2021) el 8,7% de las mutaciones causantes de 
enfermedad alteran el splicing. Si bien, se trata de una estimación conservadora, puesto que, las 
variantes que recaen en las regiones codificantes se suelen clasificar atendiendo a si son missense, 
nonsense o silenciosas, lo que puede conducir a una clasificación engañosa (Cartegni et al., 2002). En 
los pacientes de DHR se ha reportado mutaciones tanto en las posiciones canónicas de splicing, AG-
aceptor (-1, -2) y el GT-donor (+1, +2) (Fuster-García et al., 2018), como en secuencias no canónicas 
(Fadaie et al., 2019). 
En la actualidad determinar el efecto de las variantes sobre el splicing no es tarea fácil. Con este fin se 
han desarrollado distintos algoritmos bioinformáticos, incluyendo MaxEnt y el predictor de nueva 
generación spliceAI, mediante los cuales se puede llevar a cabo una preselección de las variantes que 
potencialmente modifican los patrones de splicing. Atendiendo a estas predicciones in silico, a la 
  
11 
Diagnóstico molecular de pacientes con distrofias hereditarias de la retina mediante 
secuenciación de un panel de genes y del exoma completo 
conservación de la posición, a su ausencia o baja frecuencia en la población control y a la cosegregación 
con la enfermedad en las familias afectadas se puede establecer su patogenicidad (Albert et al., 2018). 
Sin embargo, no debemos olvidar que en última instancia son predictores, por ello, debemos acudir a 
otras metodologías para validar el efecto de las variantes de interés sobre el splicing. En las 
circunstancias más propicias, se llevaría a cabo un estudio directamente sobre el ARN del paciente. Si 
bien, la mayoría de los genes implicados en la DHR se transcriben únicamente en la retina o en otros 
tejidos a los que también resulta complicado acceder. Por ello, para el estudio del efecto de estas 
variantes se recurre a ensayos in vitro como los minigenes (Roepman y Wolfrum, 2007). 
Los minigenes son vectores informadores del splicing que permiten determinar el efecto de las 
variantes a estudio sobre el procesamiento del ARNm. El vector consta de dos exones constitutivos 
entre los que se inserta la secuencia portadora de la mutación de interés. La secuencia incluida está 
constituida por el exón en el que se localiza la variante a estudiar junto a sus regiones intrónicas 
flanqueantes. Las construcciones con el alelo mutante y con el alelo wildtype se transfectan a líneas 
celulares establecidas con el objetivo de analizar comparativamente los patrones de splicing 
resultantes. Para la construcción con el alelo wildtype se espera que se dé la correcta inclusión del 
exón. Por el contrario, si el alelo mutante presenta un efecto significativo sobre el splicing se observará 
una omisión del exón u otro resultado aberrante (Cooper, 2005).  
2. OBJETIVOS 
Como hemos comentado anteriormente, las DHR se caracterizan por una elevada variabilidad clínica y 
por su heterogeneidad tanto genética como alélica. A día de hoy se han identificado mutaciones en 
más de 250 genes responsables de algún tipo de DHR, si bien, muchas de estas variantes únicamente 
se han reportado en una sola familia. Estas características aumentan la complejidad del estudio 
genético de estos pacientes, siendo este diagnóstico fundamental para la confirmación de la sospecha 
clínica, un correcto asesoramiento genético y la inclusión de estos pacientes en ensayos clínicos 
basados en terapias dirigidas a genotipos concretos.  
Conforme a las consideraciones anteriores, hemos establecido los siguientes objetivos:  
✓ Estudio de una cohorte de pacientes con DHR mediante una estrategia de secuenciación masiva 
basada en un panel de genes para obtener un diagnóstico genético. 
✓ Implementar una estrategia de secuenciación de exoma completo destinada al diagnóstico 
genético de las DHR cuando el panel de genes haya resultado insuficiente para establecer el 
origen genético de la enfermedad. 
✓ Evaluar la patogenicidad de las nuevas variantes identificadas mediante herramientas 
bioinformáticas, estudios de co-segregación, poblacionales y ensayos funcionales, siempre que 
esto último sea posible. 
3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. Selección de la cohorte de pacientes y extracción del ADN 
Se seleccionó 11 pacientes, pertenecientes a distintas familias, con un diagnóstico clínico de distrofia 
hereditaria de retina no sindrómica. El ADN de los pacientes se extrajo a partir de sangre periférica 
mediante el extractor automático de ADN QIAsymphony (QIAGEN) de acuerdo con el protocolo 
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3.2. Diseño del panel de genes 
El panel de secuenciación masiva fue diseñado empleando la herramienta informática SureDesign 
(Agilent Technologies, Santa Clara, California) para la plataforma de secuenciación de Illumina (San 
Diego, Califorma). El panel consta de la región codificante de 114 genes, sus regiones intrónicas 
adyacentes (+/- 25 pb) y de varias regiones intrónicas profundas en las que previamente se han 
descrito mutaciones patogénicas (Tabla 1 y Tabla 2). El panel fue enriquecido para la región ORF15 del 
gen RPGR, incrementándose el número de sondas dirigidas a esta región. Con respecto al diseño de las 
sondas, se tomó la secuencia de referencia H. sapiens, hg19, GRCh37, febrero 2009. El tamaño total 
de la región capturada fue de 490 kbp y el número de sondas de 11.282. 
Tabla 1: Genes incluidos en el panel. (García-Bohórquez et al., 2021) 
ABCA4 CDHR1 GNAT2 MAK PRPF31 RP1L1 chr1:216064520-216064560 (USH2A )
ADAM9 CEP290 GUCA1A MERTK PRPF4 RP2 chr1:215967733-215967833 (USH2A )
ADAMTS18 CERKL GUCA1B NEK2 PRPF6 RPE65 chr1:215827262-215827362 (USH2A )
AIPL1 CHM GUCY2D MFSD8 PRPF8 RPGR chr1:94492980-94493020 (ABCA4 )
ARL2BP CNGA1 HK1 NMNAT1 PRPH2 RPGRIP1 chr1:94549552-94549652 (ABCA4 )
ARL3 CNGA3 IDH3B NR2E3 RAB28 SAMD11 chr1:94549731-94549831 (ABCA4 )
ARL6 CNGB1 IFT140 NRL RAX2 SAG chr1:94526884-94526984 (ABCA4 )
BBS1 CNGB3 IFT172 OFD1 RBP3 SEMA4A chr1:94546730-94546864 (ABCA4 )
BBS2 CNNM4 IMPDH1 OTX2 RBP4 SLC7A14 chr1:94527648-94527748 (ABCA4 )
BEST1 CRB1 IMPG1 PDE6A RD3 SNRNP200 chr1:94511076-94511176 (ABCA4 )
C1QTNF5 CRX IMPG2 PDE6B RDH12 SPATA7 chr1:94509749-94509849 (ABCA4 )
C21orf2 CTNNA1 IQCB1 PDE6C RDH5 TOPORS chr1:94496459-94496559 (ABCA4 )
PCARE DHDDS KCNJ13 PDE6G REEP6 TTC8 chr1:94494092-94494192 (ABCA4 )
C8orf37 DRAM2 KCNV2 PDE6H RGR TTLL5 chr1:94493851-94493951 (ABCA4 )
CA4 ELOVL4 KIAA1549 PITPNM3 RHO TULP1 chr1:94492886-94493050 (ABCA4 )
CABP4 EYS KIZ POC1B RIMS1 UNC119 chr1:94484032-94484132 (ABCA4 )
CACNA1F FAM161A KLHL7 PRCD RLBP1 USH2A chr1:94483872-94484052 (ABCA4 )
CACNA2D4 PRDM3 LCA5 PROM1 ROM1 ZNF408 chr1:94481917-94482017 (ABCA4 )
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Tabla 2: Mutaciones intrónicas profundas descritas como patogénicas en USH2A y ABCA4. (García-Bohórquez 
et al., 2021) 
Gen Cambio nucleotídico Referencia 
  c.7595-2144A>G (Vaché et al., 2012) 
  c.5573-843A>G   
USH2A c.8845+628C>T (Liquori et al., 2016) 
 (NM_206933.2) c.9959-4159A>T   
  c.14134-3169A>G (Baux et al., 2017) 
  c.5196+1056A>G 
(Braun et al., 2013) 
  c.5196+1216C>A 
  c.1938-619A>G 
(Zernant et al., 2014) 
  c.4539+2064C>T 
  c.4539+2001 G>A (Bauwens et al.,2015) 
  c.769-605C>T   
  c.4539+859C>T (Khan et al., 2019) 
ABCA4 c.4539+2065C>G   
(NM_000350.2) c.2919-826T>A 
(Fadaie et al., 2019) 
  c.3050+370C>T 
  c.769-784T>C 
(Sangermano et al., 
2019) 
  c.4253+43G>A 
  c.859-506G>C 
  c.1937+435C>G 
  c.4539+1100>G 
  c.859-540C>G 
(Bauwens et al., 2015) 
  c.5197-557G>T 
3.3. Preparación de la librería 
Para preparar la librería se escogió el protocolo SureSelectQXT (Agilent Technologies), que se desglosa 
en los siguientes pasos. A matizar que actualmente todo el proceso se encuentra automatizado y se 
lleva a cabo con la plataforma Bravo (Agilent Technologies).  
- Tagmentación: se parte de 50 ng de ADN que son fragmentados por medio de la aplicación de 
transposasas. Las transposasas cortan al azar y a su vez añaden los adaptadores universales de 
Illumina a ambos extremos del fragmento. Seguidamente, se lleva a cabo la purificación de la 
librería utilizando las esferas magnéticas Agencourt AMPure XP Kit (Beckman Coulter, Pasadena, 
California). 
- Amplificación de la librería y posterior purificación (AMPure XP). 
- Medida de la cantidad/calidad de la librería: a partir de 1 µL de cada librería se realiza una 
electroforesis capilar en el chip ScreenTape D1000 (Agilent Technologies) mediante la plataforma 
TapeStation (Agilent Technologies), de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por la casa 
comercial. Un tamaño adecuado para la librería se encuentra en torno a 245-325 pb. 
- Hibridación: la librería se incuba con las sondas diseñadas dirigidas a las regiones de interés, que 
se encuentran biotiniladas. 
- Captura: la librería hibridada se incuba con unas esferas magnéticas recubiertas de 
estreptavidina, Dynabeads MyOne Streptavidin T1 (Thermo Fisher Scientific). La unión específica 
biotina-estreptavidina facilitará la recuperación de aquellos fragmentos que hayan hibridado con 
las sondas biotiniladas. A continuación, a través de un soporte magnético logramos aislar las 
regiones que se desea analizar del resto del genoma. 
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- Amplificación y unión de los índex: las regiones capturadas son amplificadas y las muestras son 
identificadas individualmente en base a una combinación de 2 oligonucleótidos específicos 
(índex), lo que permite la secuenciación de múltiples pacientes en la misma carrera de 
secuenciación. En segundo lugar, la librería es purificada mediante esferas magnéticas (AMPure 
XP). 
- Medida de la cantidad/calidad de la librería: se carga un volumen de 2 µL de cada librería el chip 
Screen Tape High Sensitivity D1000 (Agilent Technologies). El tamaño de la librería debe hallarse 
entre 325-450 pb. 
- Mezcla de librerías: en último lugar, se mezclan aquellas librerías que se pretenda secuenciar en 
la misma carrera en cantidades equimolares. 
3.4. Secuenciación 
Las librerías generadas se secuenciaron en la plataforma MiSeq 
(Illumina) con el reactivo MiSeq v2 de 300 ciclos (2x150) 
(Illumina).  
3.5. Análisis de datos  
Para el alineamiento de las secuencias obtenidas, la 
identificación y la anotación de variantes se utilizó el software 
Alissa (Agilent Technologies). Las lecturas obtenidas se alinearon 
frente al genoma de referencia hg19. Las variantes se filtraron en 
función de su MAF (minor allele frequency) y se seleccionó 
aquellas cuya frecuencia era ≤ 0,02 en Exome Aggregation 
Consortium (ExAC)  (http://exac.broadinstitute.org/) y Genome 
Aggregation Database (GnomAD) 
https://gnomad.broadinstitute.org/).  En la figura 4 se muestra el 
procedimiento seguido para la clasificación de las mutaciones en 
función de los criterios anteriormente mencionados. 
El significado clínico de las variantes se determinó en función de 
los criterios de la American College of Medical Genetics and 
Genomics (ACMG) (Richards et al., 2015). Con este propósito, se 
utilizaron las herramientas de búsqueda VarSome 
(https://varsome.com/), que agrupa información procedente de 
varias bases de datos genómicos y predicciones in sillico de 
patogenicidad, y la base de datos LOVD (https://www.lovd.nl/), 
que ofrece una gran colección curada de variantes génicas. Las 
alteraciones potenciales sobre el splicing fueron analizadas 
mediante MobiDetails (Homepage - MobiDetails (inserm.fr)), una 
herramienta de búsqueda que aúna las predicciones de múltiples 
predictores de splicing, destacando MaxEntScan y SpliceAI. 
 
Figura  4: Criterios aplicados en el análisis 
de variantes en la plataforma Alissa. NC: 
no cumple la condición planteada; C: 
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3.6. Secuenciación Sanger 
Las variantes candidatas detectadas por NGS se validaron mediante secuenciación Sanger. En primer 
lugar, se diseñaron los cebadores para amplificar la región de interés mediante el software Primer3Plus 
(Untergasser et al., 2007).  A continuación, se empleó la herramienta SNPCheck V3 (GENETOOLS) 
(https://genetools.org/SNPCheck/snpcheck.htm) para verificar la especificidad de los cebadores 
diseñados. Seguidamente, se determinaron las condiciones óptimas para la amplificación de las 
regiones de interés y se llevó a cabo la amplificación con el ADN de los pacientes de nuestra cohorte, 
empleando la enzima Green Taq DNA Polymerase (GenScript®) (Tabla suplementaria 1 y Tabla 
suplementaria 2). Previamente a la secuenciación, se corrió una electroforesis en gel de agarosa al 1% 
para confirmar que el producto de PCR presentaba el tamaño esperado. A continuación, el fragmento 
amplificado fue purificado enzimáticamente con 2 µL de la solución ExoSAP-ITTM (Thermo Fisher 
Scientific). Finalmente, las variantes identificadas se validaron mediante secuenciación Sanger (Big Dye 
Terminator v1.1 o v3.1, Applied Biosystems by Life Technology). 
3.7. Estudios funcionales mediante minigenes 
Para determinar el efecto de las variantes identificadas en el procesamiento del ARNm se realizaron 
estudios in silico mediante la herramienta de búsqueda MobiDetails (Homepage - MobiDetails 
(inserm.fr)). A la vista de las predicciones de MaxEntScan y del predictor de nueva generación SpliceAI, 
se seleccionaron las siguientes mutaciones: c.2489-2A>C en OFD1, c.2974+3G>T en CACNA2D4 y 
c.27G>A en HK1. Con posterioridad, se condujo un ensayo in vitro con minigenes para evaluar el 
impacto de las variantes escogidas sobre el proceso de splicing.  
3.8. Diseño de los minigenes 
Se diseñaron cebadores para la amplificación del fragmento genómico que incluye la mutación 
estudiada, tomándose aproximadamente 200 pares de bases de las regiones intrónicas adyacentes al 
exón regulado (Tabla suplementaria 3). Para llevar a cabo la digestión se optó por las enzimas de 
restricción XhoI (sitio 3’) y NheI (sitio 5’), compatibles con el vector pSPL3 (Figura suplementaria 1). A 
continuación, mediante la aplicación NEBcutter (New England BioLabs, Massachusetts) 
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) se verificó que las enzimas seleccionadas no cortaban dentro de la 
secuencia amplificada. En los extremos 5’ de los cebadores se incluyeron las secuencias de 
reconocimiento específicas para las enzimas seleccionadas: CTCGAG para XhoI y GCTAGC para NheI, y 
una secuencia de seis nucleótidos con el fin de incrementar la eficiencia del corte. 
3.8.1. Amplificación y purificación del fragmento genómico 
La amplificación de la región de interés se llevó a cabo a partir del ADN genómico del paciente portador 
de la mutación. A este efecto, se empleó la Phusion High-Fidelity DNA polimerase (Thermo Fisher 
Scientific) de acuerdo con las condiciones establecidas en la tabla suplementaria 3 y en la tabla 
suplementaria 4. Seguidamente, el producto de amplificación se corrió en un gel de agarosa al 1%, se 
recuperó la banda correspondiente al minigen y se purificó por medio del kit E.Z.N.A. ® Gel Extraction 
(Omega Bio-tek, USA). 
3.8.2. Doble digestión y purificación 
Se procedió a la doble digestión del plásmido y de los amplicones purificados mediante las enzimas de 
restricción FastDigest XhoI y FastDigest NheI, y el FastDigest Buffer (Thermo Fisher Scientific).  Acto 
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3.8.3. Ligación 
El inserto y el plásmido pSPL3, previamente digeridos, se ligaron por vía de la enzima T4 ligasa (Thermo 
Fisher Scientific) y el 10x T4 DNA Ligase buffer (Thermo Fisher Scientific). La cantidad de inserto a 
añadir se estimó en función de una ratio molar vector/inserto 1:3, de acuerdo a la fórmula 1. El tamaño 
del inserto viene determinado por el diseño de los cebadores y el vector pSPL3 presenta un tamaño 
de 5,031 Kb. 
Fórmula 1: Concentración de inserto a añadir a la ligación 
3 x 100 ng vector x (tamaño del inserto (Kb)/ tamaño del vector (Kb)) = ng del inserto 
3.8.4. Transformación 
El plásmido resultante de la ligación se introduce en bacterias electrocompetentes Escherichia coli 
(XL1-Blue Supercompetent Cells, Agilent Technologies) por medio de electroporación. Con esta 
finalidad se adicionan 0,7-0,8 µL del producto de ligación a 50 µL de suspensión bacteriana y se 
disponen en la cubeta de electroporación. Tras el pulso, se añade 1 mL de medio LB, se recupera el 
volumen completo y se mantiene en agitación durante 1 hora a 37 ºC. Por último, se siembra en una 
placa Petri con medio de cultivo suplementado con ampicilina (agar-agar 2%, triptona 1%, NaCl 1% y 
extracto de levadura 0,5%), ya que el plásmido pSPL3 confiere resistencia a ampicilina, y se incuba toda 
la noche a 37ºC. 
3.8.5. Selección de colonias 
Transcurrido un día, se seleccionaron aproximadamente 20 colonias para cada minigen, que fueron 
resuspendidas en 50 µL de H2O. Se llevó a cabo una PCR con 2 µL de las colonias resuspendidas, los 
cebadores del vector pSPL3, pSPL3_D y pSPL3_R, la ADN Polimerasa (5U/µL) de GenScript ®.  Por medio 
de una electroforesis en gel de agarosa al 1% se seleccionaron aquellos clones cuyo producto de 
amplificación presentaba el tamaño correspondiente a la construcción de interés. Las colonias 
recuperadas fueron incubadas en 4 mL de medio líquido tratado con 4 µL de ampicilina (50ng/µL) 
durante toda la noche a 37 °C. Al día siguiente con el propósito de purificar el plásmido con el 
constructo a estudio se realizó una miniprep con el kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN). Finalmente, 
se secuenciaron las minipreps con el fin de identificar al menos un clon con la secuencia wildtype y 
otro con la secuencia mutada.  
3.8.6. Transfección en células HEK293 
Se sembraron 2,5 x 105 células por pocillo en 2 mL de medio Gibco DMEM (Dulbeccos’s Modified Eagle 
Medium) (Thermo Fischer Scientific) suplementado al 10% con suero bovino fetal y al 1% de 
penicilina/estreptomicina (Sigma Aldrich, San Luis, Misuri) en placas de seis pocillos. Transcurridas 24 
horas de incubación a 37°C y 5% de CO2, se renovó el medio y las células fueron transfectadas con 1 
µg de minigen con el reactivo Lipofectamina 3000 reagent (Thermo Fisher Scientific). Pasadas 24 horas 
de incubación, se recuperó las células por raspado, resuspendiendo en un volumen de 350 mL de 
tampón de lisis (RNeasy Mini Kit, QIAGEN) y 3,5 µL de β-mercaptoetanol. Se almacenó las células a 
80°C hasta que se prosiguió con la extracción de ARN. 
3.8.7. Extracción del ARN, RT-PCR y amplificación del transcrito 
La extracción de ARN se realizó mediante el kit RNeasy Mini (QIAGEN). A partir de 500 ng de ARN se 
llevó a cabo la retrotranscripción con PrimeScript RT Reagent Kit (TaKaRa, Kusatsu, Japón). La 
amplificación del ADN codificante tuvo lugar empleando la ADN Polimerasa (5U/µL) de GenScript ® y 
los cebadores situados sobre los exones constitutivos del plásmido pSPL3, SD6_D y SA2_R. 
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Posteriormente, los productos de amplificación se corrieron en un gel de agarosa al 1%, se purificaron 
por medio de ExoSAP-IT y en última instancia, fueron secuenciados (BigDye Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing) (Ver condiciones de secuenciación en el apartado 3.6. Secuenciación Sanger). 
3.8.8. Interpretación de los resultados de los minigenes 
Para determinar los dominios que habían resultado afectados por las variantes de splicing se empleó  
la base de datos Conserved Domains del NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?). Por otro lado, para establecer si el 
transcrito resultante podría ser degradado vía el nonsense mediated decay (NMD) se utilizó el predictor 
NMDEscPredictor (https://nmdprediction.shinyapps.io/nmdescpredictor/). 
3.9. Selección de la cohorte de pacientes para el estudio del exoma completo 
Para la realización de un estudio del exoma completo se seleccionaron 4 probandos pertenecientes a 
3 familias que habían sido previamente diagnosticados con distrofias hereditaria de retina. 
Anteriormente, se había llevado a cabo un análisis dirigido con un panel similar al presentado en este 
trabajo (Rodríguez-Muñoz, 2020) mediante el que no pudo establecerse un diagnóstico genético.  
3.10. Análisis de un exoma completo 
Para el análisis del exoma se utilizó el kit Exoma SureSelect V6 (Agilent) y la preparación de la librería 
se realizó con el protocolo SureSelectQXT. Las librerías se secuenciaron con la plataforma HiSeq 
2000/HiSeq 2500 de Illumina. La preparación de las librerías y la secuenciación se realizó en una 
empresa externa. 
Para el análisis de las secuencias obtenidas se utilizó el programa SOPHiA DDM®, un software que se 
encarga de realizar el alineamiento, la llamada de variantes y la anotación de las mismas. El programa 
aúna información procedente de diversas fuentes con la finalidad de llevar a cabo una preclasificación 
del grado de patogenicidad de las variantes a estudio en función de los criterios establecidos por las 
guías de la ACMG. De los 28 parámetros sopesados por la ACMG SOPHiA DDM evalúa 
automáticamente 13, lo que le permite emitir un juicio preliminar sobre su patogenicidad, que toma 
en consideración las frecuencias poblaciones disponibles en GnomAD, ExAC, G1000 y ESP5400, las 
predicciones in silico resultado de SIFT, MutationTaster y PolyPhen-2, información específica de la 
enfermedad (ClinVar, OMIM), predicciones de splicing (dbscSNV), la posible afectación de los dominios 
de la proteína (ExAC pLI) y la presencia de regiones repetitivas (RepeatMasker). A matizar que la 
clasificación fue posteriormente revaluada por medio de búsquedas en Varsome 
(https://varsome.com/) y en la LOVD (https://www.lovd.nl/). Nuevamente, se empleó la plataforma 
de búsqueda MobiDetails (Homepage - MobiDetails (inserm.fr)) para complementar las predicciones 
de splicing obtenidas vía dbscSNV. 
Se aplicó un filtro customizado que nos permitió estrechar el cerco sobre las mutaciones 
potencialmente deletéreas. Primeramente, con el propósito de simplificar el análisis se construyó un 
panel virtual constituido por 420 genes que habían sido previamente asociados a las DHR (Tabla 
suplementaria 5). Dada la ingente cantidad de variantes detectadas en la secuenciación de un exoma 
completo se establecieron criterios más estrictos en lo relativo a las frecuencias poblacionales, 
restringiéndose a ≤ 0,001 para un patrón de herencia autosómico dominante y a ≤ 0,005 para uno 
autosómico recesivo. Asimismo, se consideró la frecuencia de las variantes en la cohorte de WES 
realizados por el grupo, puesto que en las DHR los hotspots mutacionales son infrecuentes y la mayoría 
de las variantes quedan restringidas a los miembros de una misma familia (Figura 5). Por otra parte, 
en aquellos probandos para los cuales el análisis basado en el panel virtual resultó infructuoso se 
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ampliaron los criterios de búsqueda según la figura 6. Las variantes candidatas detectadas por NGS se 
validaron mediante secuenciación Sanger (Tabla suplementaria 6) (Ver condiciones de secuenciación 

























Figura  6: Criterios aplicados en el análisis de variantes mediante SOPHiA DDM®. 
4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS 
4.1. Resultados de la secuenciación del panel de genes 
Primeramente, se evaluaron los parámetros de calidad de la secuenciación. Se obtuvo una cobertura 
media por paciente de 207,5x. En promedio el 87,3% de las bases presentaba una cobertura ≥ 50x y la 
cobertura del 96% de las bases era al menos de 20x. Además, de media un 85,2% de las lecturas 
obtenidas para cada paciente alineaba con las regiones de interés y el porcentaje medio de duplicados 
se encontraba en torno al 4,5%.  
Se han hallado mutaciones patogénicas o probablemente patogénicas en 8 de los 11 pacientes 
secuenciados. No obstante, únicamente se ha logrado el diagnóstico genético en 6 (55%) de los casos 
analizados, en consonancia con los porcentajes de diagnóstico registrados hasta la fecha mediante una 
estrategia basada en la secuenciación dirigida a un panel de genes (Figura 7) (Bravo-Gil et al., 2016; 
Bernardis et al., 2016; Rodríguez-Muñoz, 2020). El rango de rendimiento diagnóstico publicado para 
pacientes de DHR empleando una estrategia basada en NGS dirigida a una selección de genes fluctúa 
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ampliamente entre el 30 y el 70%. Sorprendentemente, el rendimiento diagnóstico varía 
independientemente del número de genes de los que consta el panel, circunstancia que también aplica 
cuando se utiliza WES o WGS (Tiwari et al. 2016; Carss et al., 2017; Ezquerra-Inchausti et al., 2018; 
Jespersgaard et al.,2019). El rango de rendimiento diagnóstico se encuentra condicionado por la 
composición de la cohorte de pacientes, así pues, la ratio diagnóstica será más elevada para aquellas 







Figura  7: Ratios diagnósticas logradas mediante la estrategia de secuenciación dirigida a un panel de genes. 
A tomar en consideración que dos pacientes de la cohorte (P1 y P6) presentaban una sola mutación en 
genes con un patrón hereditario recesivo (OFD1 y ABCA4, respectivamente), por lo que, el diagnóstico 
genético quedó inconcluso. En tres casos no se detectó ninguna variante potencialmente patogénica. 
Por otra parte, en dos de los pacientes (P2 y P4) se detectó variantes patogénicas o potencialmente 
patogénicas en más de un gen.  
Tabla 3: Variantes descritas como patogénicas o probablemente patogénicas en la cohorte de pacientes 
analizada. 
Código  Diagnóstico clínico Gen  Transcrito (NM) 
Cambio 
nucleotídico 
Cambio proteico Estado Referencia 
P1 Retinosis pigmentaria OFD1 NM_003611.3 c.2489-2A>C   Het Este trabajo 
P2 Maculopatía 
ABCA4 NM_000350.3 c.428C>T p.(Pro143Leu) Het 
(Jaakson et 
al., 2003) 
ABCA4 NM_000350.3 c.5196+1056A>G   Het 
(Braun et 
al., 2013)  
CACNA2D4 NM_172364.4 c.2974+3G>T   Het Este trabajo 




Posible BEST de inicio 
tardío y leve 
BEST1  NM_004183.3 c.718G>A p.(Val240Met) Het 
Este 
trabajo 
P4  BEST 
NRL NM_006177.3 c.654del p.(Cys219ValfsTer4) Het 
(Neveling et 
al., 2012) 
PRPH2 NM_000322.4 c.421T>C p.(Tyr141His) Het 
(Trujillo et 
al., 2001) 




P6 Retinosis pigmentaria ABCA4 NM_000350.3 c.3113C>T p.(Ala1038Val) Het 
(Allikmets 
et al., 1997) 
P7 Retinosis pigmentaria EYS NM_001292009.1 c.9405T>A p.(Tyr3135Ter) Hom 
(Collin et 
al., 2008) 
P8 Coroideremia CHM NM_000390.4 c.856C>T p.(Gln286Ter) Hemi 
Este 
trabajo 
En negrita únicamente constan las mutaciones que constituyen la causa genética de la enfermedad. Nótese que 
ser portador de mutaciones deletéreas en más de un gen puede conllevar un impacto significativo en las 
elecciones reproductivas de los pacientes de distrofias hereditarias de retina y en su elegibilidad a la hora de 
recibir un tratamiento genético dirigido específicamente a un gen (García-Bohórquez et al., 2021).  
Het: heterocigosis; Hom: homocigosis; Hemi: hemicigosis 
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En los probandos cuyo diagnóstico estaba completo, las mutaciones causantes de la patología se 
distribuían a lo largo de 8 genes distintos: 3 genes con herencia autosómica recesiva, 3 genes con 
herencia autosómico dominante y 2 genes con herencia ligada al X (Tabla 3). Se identificó un total de 
12 variantes patogénicas o probablemente patogénicas, incluyendo: 5 missense, 2 nonsense, 1 
frameshift y 4 modificaciones que alteran el splicing (Figura 8). Asimismo, 5 de las variantes detectadas 
eran noveles de acuerdo con los criterios de la AMCG (Tabla 4) y se predice que 3 de ellas alteren el 
splicing (Tabla 5). 
























NE 20 de 21 4,96 
CHM c.856C>T Patogénica NE 5 de 5 4,48 
Las puntuaciones de patogenicidad reflejan el resultado de las predicciones in silico disponibles en la plataforma 
de búsqueda Varsome, que incorpora: BayesDel_addAF, DANN, DEOGEN2, EIGEN, FATHMM-MKL, LIST-S2, M-
CAP, MVP, MutationAssessor, MutationTaster, PrimateAI, REVEL and SIFT. La puntuación de conservación dada 
por GERP se basa en la reducción en el número de sustituciones en un alineamiento de secuencias multiespecie 
con respecto a la neutralidad, empleando los genomas de 35 mamíferos.  Los valores de GERP se encuentran 
comprendidos en el rango: -12,3 a 6,17 (máxima conservación). NE: No encontrado; NA: No aplicable 
 




MaxEntScan 5’ss MaxEntScan 3’ss SpliceAI 
      Puntuación WT: 6,66 SpliceAI (AG): 0,83 (8) 
      Puntuación MT: -0,38   
      Variación: -120,72%   
OFD1 c.2489-2A>C NP Puntuación WT: 0,85 SpliceAI(AL): 0,85 (2) 
      Puntuación MT: 7,33   
      Variación:+762,35%   
    Puntuación WT: 9,25     
CACNA2D4 c.2974+3G>T Puntuación MT: 5,02 NP SpliceAI(DL): 0,6 (3) 
    Variación: -45,73%     
    Puntuación WT: 9,86     
HK1 c.27G>A Puntuación MT: 5,59 NP NP 
    Variación: -43,31%     
Se ha seleccionado aquellas variantes cuya tasa absoluta de variación en MaxEntScan es >15% y cuya asignación 
de puntos para la secuencia wildtype (WT) o mutante (MT) es ≥ 3. Con respecto a las predicciones de SpliceAI, se 
establece el umbral para considerar una alteración sobre el splicing en > 0,6. Asimismo, entre paréntesis figura 
la distancia a la que se produce el cambio con respecto a la variante de estudio. 
AG: acceptor gain; AL: acceptor loss; DL: donor los; NP predicción no disponible 
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Figura  8: Variantes descritas como patogénicas o probablemente patogénicas clasificadas en función de su 
efecto. 
4.1.1. Diagnóstico molecular del probando P1 
La paciente P1 recibió un diagnóstico clínico de retinosis pigmentaria. En principio, se trataría de un 
caso esporádico, ya que no hay más individuos afectos en la familia. A saber, que en la literatura 
solamente se ha reportado una familia que padecía retinosis pigmentaria ligada al X asociada a 
mutaciones en OFD1 con un patrón de herencia recesivo (Hardcastle et al., 2010), por lo que, el 
diagnóstico molecular quedaría aún por resolver. Asimismo, convendría llevar a cabo un estudio de la 
segregación. En cualquier caso, de verificarse la patogenicidad de la variante a estudio el hallazgo 
debería ser debidamente comunicado a la paciente de cara a una futura consultoría genética. 
Las mutaciones deletéreas en OFD1 dan lugar a una amplia variedad de ciliopatías sindrómicas, 
incluyendo el síndrome orofaciodigital tipo 1 (OFD1, MIM #311200; ORPHA:2750), un raro trastorno 
del desarrollo con un patrón de herencia dominante ligada al cromosoma X. En hemicigosis suele 
conllevar la muerte del embrión durante el primer o el segundo trimestre del embarazo (Macca y 
Franco, 2009).  
La mayoría de mutaciones asociadas al síndrome orofaciodigital tipo 1 suelen ser cambios de un solo 
nucleótido, aunque también se han reportado deleciones genómicas (Prattichizzo et al., 2008; Macca 
y Franco, 2009; Morisawa et al., 2014). Las variantes asociadas a la enfermedad se distribuyen 
exclusivamente a lo largo de los 17 primeros exones del gen (Macca y Franco, 2009; anotación 
empleando NM_001330210.1 como transcrito de referencia). Sorprendentemente, la mutación a 
estudio c.2489-2A>C (NM_001330210.1: c.2069-2A>C) da lugar a una pequeña deleción en el exón 19 
(NM_001330210.1: exón 20) que no altera el marco de lectura. 
Hasta la fecha en la literatura únicamente figura una familia afectada por retinosis pigmentaria de 
herencia ligada al X asociada a OFD1. La familia manifestaba un fenotipo atípico con respecto a otros 
casos previamente reportados de retinosis pigmentaria de herencia ligada al X, que se caracterizaba 
por un inicio inusualmente precoz de la patología. Por otro lado, el examen oftalmológico de las 
mujeres portadoras esclareció que tanto su fundus como su electrorretinograma eran normales 
(Hardcastle et al., 2010).  
En relación a la causa genética, se detectó la variante intrónica profunda c.935+706A>G (intrón 9) que 
desencadenaba la inserción de un exón críptico, y con ello, provocaba la alteración de la pauta de 
lectura, obteniéndose una forma severamente truncada de la proteína. A matizar que el fenotipo no 
resultaba letal para los varones afectos, sino que, tal y como los estudios de expresión in vivo 
demostraron, los hombres afectados mantenían unos niveles reducidos de transcrito normal del 39%. 
En este sentido, la supervivencia estaría condicionada por la capacidad de la maquinaria de splicing 
para evitar la inserción de exón críptico, manteniendo la expresión del transcrito normal en un grado 
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suficiente para garantizar la funcionalidad de OFD1 en la mayoría de los tejidos. Los autores 
propusieron la reducción de los niveles de transcrito normal como un mecanismo potencial de 
degeneración retiniana en ausencia de sintomatología extraocular, que sería común a otros genes 
implicados en las ciliopatías como CEP290 (Webb et al., 2012).  
Por otra parte, en las hembras de los mamíferos la expresión de la mayoría de los genes localizados en 
un cromosoma X es silenciada como consecuencia de la inactivación aleatoria de uno de los 
cromosomas X durante el desarrollo embrionario (Lyon, 1961; Plath et al., 2002). Por ello, aquellos 
genes que escapan a la inactivación son potenciales contribuidores a la variabilidad fenotípica 
observada en las mujeres portadoras en las enfermedades ligadas al cromosoma X. A este respecto, el 
gen OFD1 escapa a la inactivación del cromosoma X, lo que es coherente con el hecho de que las 
mujeres portadoras de la variante intrónica profunda c.935+706A>G permanezcan asintomáticas 
(Carrel y Willard, 2005; Webb et al., 2012). 
Pese a que OFD1 escapa a la inactivación, Carrel y Willard (2005) concluyeron que a menudo la 
expresión del Xinactivo era parcial e incompleta, incluso para aquellos loci que eran considerados 
pseudoautosómicos. Con posterioridad Thaunin y Robinet (2006) reportaron la inactivación sesgada 
del cromosoma X en el 30% de las familias diagnosticadas con OFD1. Adicionalmente, Bisschoff et al. 
(2013) observaron un sesgo sustancial en la inactivación del cromosoma X en el 50% de las pacientes 
testadas, si bien, no pudieron establecer una correlación con la gravedad del fenotipo de enfermedad. 
En definitiva, cómo contribuye exactamente la inactivación del cromosoma X a la variabilidad clínica 
intrafamiliar e interfamiliar en el síndrome orofaciodigital tipo 1 está aún por determinar (Bisschoff et 
al., 2013). 
En nuestra paciente, la variante c.2489-2A>C en OFD1 produce la deleción de los seis primeros pares 
de bases del exón 19. Las predicciones de spliceAI apuntan a que esta mutación origina dos eventos: 
la pérdida del sitio aceptor natural, ubicado a dos bases de la variante, y la activación de un sitio críptico 
aceptor, localizado a ocho bases del cambio nucleotídico. Estas predicciones son coherentes con el 
resultado del predictor MaxEntScan, que atribuye correctamente ambos eventos (Tabla 5). Esta 
diferencia no resulta apreciable a simple vista en un gel de agarosa (Figura 9). A matizar que la deleción 
de estas bases no supondría una alteración en la pauta de lectura, sino que simplemente ocasiona la 
pérdida de los residuos Leu57 y Gln58, que no se localizan en un dominio conservado según la base de 
datos Conserved domains del NCBI. En definitiva, resulta mucho más complejo determinar el efecto de 
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Figura  9: Resultado del minigen para la variante c.2489-2A>C en OFD1. Electrofóresis en gen de agarosa al 1% 
sobre los productos obtenidos por RT-PCR de las construcciones wildtype (WT) y mutante (MT). Nótese que los 
picos de menor intensidad que se alinean con el inicio del exón 19 para las construcciones wildtype y mutante 
de OFD1 se corresponden con la secuencia del exón constitutivo SA2. Pese a que no resulta aparente en el gel, 
esto es indicativo de la presencia de un producto de amplificación minoritario conformado exclusivamente por 
los exones constitutivos SD6 y SA2. La falta del reconocimiento del exón a estudio probablemente sea un efecto 
del ensayo in vitro. 
4.1.2. Diagnóstico molecular del probando P2 
El paciente P2 fue diagnosticado clínicamente con una maculopatía. Como refleja la tabla 3 la 
secuenciación dirigida al panel de genes reportó múltiples variantes patogénicas. La sintomatología 
clínica de este probando es compatible con la enfermedad de Stargardt, por lo que, el origen genético 
de la enfermedad podría hallarse en dos variantes deletéreas identificadas en ABCA4 en heterocigosis. 
Aunque, el ensayo in vitro con minigenes para la mutación novel c.27G>A en HK1 aún sigue en curso. 
4.1.2.1. Variantes en ABCA4 
La variante intrónica profunda c.5196+1056A>G en ABCA4 se encuentra presente en el 0,6% de los 
casos de enfermedad de Stargardt. Se predice que activa un sitio críptico dador de splicing y un sitio 
aceptor fuerte ubicado aguas abajo en la posición c.5196+1318. La activación de los sitios crípticos 
resulta en la inclusión putativa de un pseudoexón de 262 bases, alterando la pauta de lectura. Se trata 
de una variante muy inusual que ha sido identificada exclusivamente en pacientes portadores de otra 
variante patogénica o potencialmente patogénica en trans. A diferencia de lo que sucede con otras 
variantes intrónicas profundas, c.5196+1056A>G no cosegrega con alelos que induzcan una pérdida de 
función evidente. Por ejemplo, se ha observado que la variante patogénica p. Gly1961Glu (c.5882G>A) 
segrega de manera consistente con fenotipos de enfermedad cuya gravedad es menor. Sin embargo, 
cuando coincide en trans con c.5196+1056A>G origina un fenotipo de mayor severidad. En definitiva, 
c.5196+1056A>G es una mutación intrónica profunda con una elevada penetrancia que incrementa la 
severidad de la enfermedad de Stargardt.  
La variante c.5196+1056A>G fue un hallazgo incidental de Braun et al. (2013). Para su análisis funcional 
se partió de un cultivo de queratinocitos primarios obtenido a partir de un individuo portador de la 
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mutación. El estudio se basaba en la capacidad de los queratinocitos para expresar ABCA4 a bajos 
niveles. Se concluyó que la presencia de la variante incrementaba el reconocimiento de los sitios 
alternativos de splicing, dando lugar a un patrón de splicing distintivo con respecto a un cultivo de 
queratinocitos control.  
La patogenicidad de la otra variante identificada en el paciente en ABCA4 c.428C>T (Jaakson et al., 
2003) aun despierta cierta controversia, pese a haber sido catalogada como deletérea en ClinVar. 
Particularmente, porque no se encuentra significativamente enriquecida en una cohorte de pacientes 
de enfermedad de Stargardt. Aunque, su frecuencia en la cohorte es mayor a la de la población control 
y no se ha reportado ningún caso de individuos sanos portadores de la variante en homocigosis. 
Además, la mutación ha sido hallada en homocigosis en un individuo afectado por la enfermedad de 
Stargardt, sugiriendo un fenotipo relativamente severo asociado al cambio nucleotídico c.428C>T 
(Molina-Solana et al., 2021). 
ABCA4 constituye la primera causa de distrofias de retina con un patrón de herencia mendeliano 
autosómico recesivo (Zernant et al., 2018). Se caracteriza por un espectro fenotípico que oscila 
ampliamente desde la degeneración macular de inicio tardío a la afectación panretinal severa, similar 
a la retinosis pigmentaria, de inicio temprano (Cremers, 1998; Maugeri et al., 2000; Shroyer, 2001; 
Ciccone et al., 2017; Tanaka et al., 2018). La variación fenotípica deriva de la amplia variación genética 
en ABCA4. En los últimos años, la identificación de mutaciones no codificantes, que mayoritariamente 
afectan al splicing, y el hallazgo de variantes extremadamente hipomórficas han redundado en nuestro 
conocimiento sobre la variación patogénica en ABCA4 (Braun et al., 2013; Zernant et al., 2014; 
Bauwens et al., 2015; Sangermano et al., 2016, 2018 y 2019; Albert et al., 2018; Fadaie et al., 2019).  
Se ha sugerido que las diferentes combinaciones alélicas en ABCA4 originan fenotipos distintivos, 
incluyendo otras distrofias maculares (Westeneng-van Haaften et al., 2012; Saksens et al., 2013), así 
como que determinan la severidad con la que se manifiestan las retinopatías asociadas a ABCA4 
(Molina-Solana et al., 2021). La combinación de variantes frecuentes de baja penetrancia con 
mutaciones graves o la de dos variantes moderadamente severas ha sido vinculada a una 
sintomatología de mayor levedad con un inicio tardío. Por el contrario, se ha relacionado la presencia 
de dos variantes con efecto moderadamente severo o severo con la enfermedad de Stargardt de inicio 
precoz o la distrofia de conos y bastones de herencia autosómica recesiva (van Driel et al., 1998; 
Maugeri et al., 1999). 
4.1.2.2. Variantes en HK1 
Por otra parte, la asociación de HK1 con las DHR se estableció a partir de la identificación de la 
mutación missense p. (Glu851Lys) por Wang et al. (2014) y Sullivan et al. (2014) en individuos con 
retinosis pigmentaria con un patrón de herencia autosómico dominante. Asimismo, se determinó que 
la penetrancia en la familia analizada por Wang et al. (2014) era del 85%. Posteriormente, Zhisheng et 
al. (2017) describieron variación fenotípica en los pacientes portadores p.(Glu851Lys) de HK1, 
abarcando tanto las distrofias maculares como las periféricas.  
La retina es un órgano con un consumo energético elevado, lo que requiere que la homeostasis 
metabólica se mantenga estrictamente regulada, hecho que probablemente explique el rol que juegan 
las enzimas metabólicas en las retinopatías (Wong-Riley., 2010). Sin embargo, la glicolisis es un proceso 
biológico ubicuo en nuestro organismo, de lo que se deduce que sobre las variantes deletéreas en HK1 
deben estar actuando factores tanto genéticos como ambientales, que contribuyen a la variación del 
espectro fenotípico asociado a HK1 (Zhisheng et al., 2017). A matizar que en su estudio estos autores 
se ciñeron únicamente a variantes en la secuencia codificante. Además, entre las mutaciones 
reportadas no encontraron ninguna asociada a la distrofia macular. Por lo tanto, consideraron que la 
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variabilidad fenotípica podría estar motivada por la variación genética presente en otros genes o en 
las regiones intrónicas de HK1. 
Según los criterios de la ACMG, el cambio nucleotídico c.27G>A en HK1 ha sido clasificado como 
potencialmente patogénico en base a su ausencia en la población control (GnomAD) y a su localización 
en la última posición del exón antes de un sitio de splicing (Tabla 4). 
Por otro lado, el splicing alternativo da lugar a múltiples transcritos que codifican para diversas 
isoformas de HK1, algunas de ellas específicas de tejido. Las isoformas difieren en el extremo 5’, que 
determina la localización subcelular de la proteína (Sullivan et al., 2014). El Human Retinal 
Transcriptome reveló que NM_000188.3 y NM_033497.3 son los transcritos que se expresan 
principalmente en la retina humana. Concretamente, la forma canónica del transcrito 
NM_001358263.1 codifica para la isoforma HKI-ta/tb, que al igual que sucede con la isoforma propia 
de la retina, NM_033497.3, carece de un dominio de unión a la porina (PBD). Por otra parte, el 
transcrito canónico NM_000188.3 da lugar a la isoforma que se expresa constituivamente, que posee 
un dominio PBD en el extremo N-terminal. Por lo tanto, podemos concluir que la variante a estudio 
ejercerá su efecto sobre la retina. 
En cualquier caso, de demostrarse su patogenicidad las evidencias de variabilidad fenotípica aportadas 
por Zhisheng et al. (2017) no permitirían descartarla como potencial causa genética.   
4.1.2.3. Variantes en CACNA2D4 
Las predicciones de los algoritmos spliceAI y MaxEntScan apuntan a que la variante c.2974+3G>T 
produce la pérdida del sitio donador natural, lo que conduciría a la exclusión del exón 33 del transcrito 
maduro (Tabla 5). El exón 33 tiene una longitud de 53 bases, por lo que, este salto rompería la pauta 
de lectura, pudiendo ocasionar la degradación del ARNm mediada por mutaciones terminadoras 
(nonsense mediated decay, NMD). En caso de que no se produjese el NMD, la traducción del transcrito 
daría lugar a una proteína truncada de 1031 aminoácidos frente a los 1137 residuos de la forma 
wildtype, que además carecería de los últimos 136 residuos del dominio VGCC-alpha superfamily2 
(Neuronal voltaje-dependent calcium channel alpha 2acd). El dominio VGCC-alpha superfamily2 se 
encuentra conservado a lo largo de las subunidades auxiliares α2a, α2c y α2d del canal neuronal de 
calcio regulado por voltaje (VGCC). 
De cumplirse nuestras predicciones, en el gel de agarosa se observarían dos bandas que diferirían en 
su tamaño. Sin embargo, se ha obtenido dos productos de amplificación con un tamaño equivalente, 
que se corresponde a la suma de los exones constitutivos SD6 y SA2, hecho que fue posteriormente 
confirmado por medio de la secuenciación Sanger (Figura 10). Esto es indicativo de que en la 
construcción wildtype tampoco se ha producido el reconocimiento del exón 33, lo que puede deberse 
a que en el diseño no se haya incluido alguna secuencia reguladora que resulte necesaria para que el 
proceso de splicing se desarrolle adecuadamente.  
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Figura  10: Resultado del minigen para la variante c.2974+3G>T en CACNA2D4. Electrofóresis en gen de agarosa 
al 1% sobre los productos obtenidos por RT-PCR de las construcciones wildtype (WT) y mutante (MT). En la 
construcción wildtype no se ha producido el reconocimieno del exón 33. 
La validación experimental mediante minigenes es crucial para el diagnóstico, así como para 
desentrañar los mecanismos moleculares de la enfermedad y desarrollar abordajes terapéuticos 
apropiados. Pese a su gran utilidad, debemos sopesar una serie de desventajas que derivan de este 
abordaje experimental. En primer lugar, el contexto del exón insertado en el interior de minigen puede 
influenciar su reconocimiento basal de manera impredecible. Por otro lado, los exones flanqueantes y 
sus secuencias intrónicas adyacentes pueden modificar el reconocimiento basal del exón a estudiar.  
De esto se deriva que las variantes que alteran el splicing de un exón en un contexto determinado no 
tienen porqué modificarlo bajo otras circunstancias, particularmente, en el contexto de la longitud 
completa del pre-ARNm. Adicionalmente, la eficiencia del proceso de splicing depende de la secuencia 
del promotor (Cooper, 2005). 
CACNA2D4 codifica para una subunidad accesoria α2δ que modula la actividad de los canales de calcio 
regulados por voltaje de tipo-L (Qin et al., 2002), que se localizan principalmente en la membrana 
presináptica de los fotorreceptores, así como en las células bipolares de tipo ON (Berntson et al., 2002). 
Estos complejos heteromultiméricos participan en la liberación de neurotransmisores mediada por 
calcio y contribuyen a la transmisión del estímulo visual (Baumann et al., 2004). La ausencia de la 
regulación vía la subunidad α2δ provoca que se reduzca el número de canales de calcio propiamente 
funcionales en las terminales sinápticas de la retina, lo que puede interferir con la transmisión de la 
señal (Wycisk et al., 2006b). Las mutaciones en CACNA2D4 han sido asociadas tanto con la distrofia de 
conos como con la ceguera estacionaria congénita nocturna. En ambas patologías se ha descrito un 
patrón de herencia autosómico recesivo para CACNA2D4 (Wycisk et al., 2006a; Wyscisk et al., 2006b).  
A considerar que la sintomatología que manifiesta el paciente no encaja con estas afecciones. Por otro 
lado, la variante a estudio ha sido hallada en heterocigosis, por ello, resulta bastante improbable que 
sea el origen molecular de la enfermedad. No obstante, consideramos adecuado determinar la 
patogenicidad de este hallazgo en vistas a proporcionar una correcta asesoría genética. 
4.1.3. Diagnóstico molecular del probando P3 
En el estudio del panel de genes del probando P3 se identificó la mutación novel c.718G>A en BEST1, 
hallada en heterocigosis (Tabla 4). Aproximadamente se han asociado unas 200 mutaciones en BEST1 
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con las distrofias de retina, principalmente con la distrofia macular de Best (Petrukhin et al., 1998) y la 
distrofia foveomacular viteliforme de inicio en el adulto. En ambas patologías, el patrón de herencia 
puede ser tanto autosómico recesivo como dominante (Boon et al., 2009). Por ello, se recomienda la 
realización de un análisis de la segregación familiar con la finalidad de confirmar el diagnóstico 
genético del probando P3.  
Las bestrofinopatías se deben a mutaciones deletéreas en el gen BEST1, que se expresa 
predominantemente en el epitelio pigmentario de la retina (EPR). BEST1 codifica para la bestrofina-1, 
un transportador aniónico homopentamérico (Dickson et al., 2014; Yang et al., 2014) que se localiza 
en la membrana basolateral y en el compartimento citosólico, adyacente a la membrana basolateral, 
donde probablemente regule la señalización intracelular mediada por calcio (Neussert et al., 2010; 
Más Gómez et al., 2013). En el ser humano la bestrofina-1 está constituida por un total de 585 
aminoácidos. La región N-terminal está constituida por 390 residuos que se encuentran altamente 
conservados, con una identidad de secuencia >55% (Xiao et al., 2008). Por el contrario, la región C-
terminal presenta una baja identidad de secuencia y se predice que cuando la bestrofina-1 adquiere 
su estructura tridimensional el extremo C-terminal adopta una conformación desestructurada. 
Predeciblemente, la gran mayoría de las variantes con efecto deletéreo recaen sobre la región N-
terminal. Pese a que aún albergamos dudas sobre los mecanismos moleculares de la enfermedad, gran 
parte de las mutaciones caracterizadas conllevan una alteración de las propiedades electrofisiológicas 
del canal (Tsunenari et al., 2002; Yu et al., 2006; Xiao et al., 2008; Davidson et al., 2009).  
La nueva variante identificada, c.718G>A, se traduce en el cambio proteico p.(Val240Met). La valina 
240 es un residuo que se localiza en el extremo N-terminal de la bestrofina-1 en el seno de un cluster 
de aminoácidos (233PLVYTQVVTVA243) con un elevado grado de conservación entre especies distantes. 
Por ello, un cambio aminoacídico en esa posición es potencialmente patogénico y presumiblemente 
alterará la funcionalidad de este canal aniónico (Yu et al., 2006). Además, en la base de datos UniProt 
para la región intramembrana 229-249 se ha reportado un total de 14 variantes non-VOUS que han 
sido catalogadas como deletéreas, incluyendo la variante p.(Val242Met). En último lugar, su ausencia 
en la población control junto a la evidencia computacional aportada por los predictores refuerzan el 
posible efecto patogénico de esta variante (Tabla 4). 
4.1.4. Diagnóstico molecular del probando P4 
El probando P4 recibió un diagnóstico clínico de enfermedad de Best. Tal y como refleja la tabla 3, se 
hallaron dos variantes potencialmente deletéreas o deletéreas: c.654del en NRL y c.421T>C en PRPH2, 
ambas en heterocigosis.  
El fenotipo de enfermedad se atribuyó al cambio c.421T>C en PRPH2 (Trujillo et al., 2001), que codifica 
para la periferina-2, una proteína que juega un rol esencial en la morfogénesis del segmento externo 
de los fotorreceptores (Goldberg, 2006). Las variantes patogénicas en PRPH2 originan manifestaciones 
clínicas muy diversas, incluyendo las distrofias en patrón, las distrofias de conos y bastones, la 
enfermedad de Stargardt, la retinosis pigmentaria y la distrofia foveomacular viteliforme de inicio en 
el adulto (Boon et al., 2008). A matizar que la distrofia foveomacular viteliforme de inicio en el adulto 
también recibe el nombre de pseudoenfermedad de Best, por lo que, podría inducir a error durante el 
diagnóstico clínico diferencial.  
Con respecto a la variante identificada en NRL se descartó como causa genética de la enfermedad, 
porque ha sido asociada a retinosis pigmentaria juvenil o amaurosis congénita de Leber con un patrón 
hereditario autosómico recesivo (Neveling et al., 2012; Porto et al., 2017).  
  
28 
Diagnóstico molecular de pacientes con distrofias hereditarias de la retina mediante 
secuenciación de un panel de genes y del exoma completo 
Nótese que NRL codifica para el factor de transcripción neural retina leucine zipper, perteneciente a la 
familia Maf, que actúa estimulando la expresión de numerosas proteínas que participan en la cascada 
de fototransducción (Swaarop et al., 1992; Rehemtulla et al., 1996; Pittler et al., 2004). La deleción de 
Nrl en el ratón desencadena una pérdida completa de la funcionalidad de los bastones y un incremento 
de la actividad de los conos mediado por los conos-S. Por lo tanto, ni la sintomatología clínica ni el 
patrón de herencia del paciente son compatibles con una mutación en NRL.  
4.1.5. Diagnóstico molecular del probando P5 
Primeramente, debemos recalcar que al paciente P5 se le diagnosticó una distrofia de retina de inicio 
a los 10-15 años que cursó con afectación de conos y bastones. Su historial clínico es compatible con 
formas precoces de retinosis pigmentaria en las que se produce una rápida degeneración de ambos 
tipos de fotorreceptores. Del mismo modo, el probando desciende de padres consanguíneos, lo que 
encaja con el hallazgo de la variante patogénica c.746C>A en GDF6 en homocigosis. 
Esta mutación ocasiona el cambio aminoacídico p.(Ala249Glu), que se encuentra asociado tanto a 
patologías oculares (microftalmia y coloboma) como a esqueléticas (polidactilia postaxial y síndrome 
de Klippel-Feil) (Gonzalez-Rodriguez et al., 2010; Asai-Coakwell et al., 2009; Tassabehji et al., 2008). En 
otras palabras, la variante deletérea c.746C>A ha sido detectada en múltiples enfermedades 
aparentemente dispares, cuyo origen común se remonta a alteraciones en la ruta de señalización TGF-
β (transforming growth factor- β), concretamente, vía los GDFs (growth differentiation factors) (Asai-
Coakwell et al., 2013).  
La variante c.746C>A fue descrita por Asai-Coakwell et al. (2013) en un heterocigoto compuesto, que 
exhibía un fenotipo característico de retinosis pigmentaria de inicio temprano, en ausencia de otra 
sintomatología ocular o sistémica. Por otra parte, el progenitor portador de la variante estudiada no 
manifestaba la enfermedad. Si bien, exhibía anomalías en el electrorretinograma similares a las 
previamente descritas en portadores de mutaciones asociadas a la retinosis pigmentaria de inicio 
temprano, sugiriendo un patrón de herencia autosómico recesivo. 
En lo respectivo a las enfermedades oculares, la microftalmia y la anoftalmia implican una alteración 
en el tamaño del globo ocular mientras que en el coloboma se ve afectada la morfogénesis del tejido 
(Gonzalez-Rodriguez et al., 2010; Asai-Coakwell et al., 2009). El hallazgo de Asai-Coakwell evidencia un 
cierto grado de solapamiento entre las patologías del espectro MAC (microftalmia, anoftalmia y 
coloboma) y las distrofias de retina, lo que se traduce en un incremento de la complejidad de las 
interacciones que se dan entre el desarrollo retinal y el del globo ocular (Asai-Coakwell et al., 2013).  
Con respecto al análisis funcional, Asai-Coakwell et al. (2013) realizó un ensayo que consistió en la 
determinación de los niveles de proteína y secreción a partir del extracto procedente de una línea 
celular COS7 transitoriamente transfectada con el vector pcDNA3.2/V5-DESTl, en el que paralelamente 
se había clonado un alelo mutante y otro wildtype. Se observó que la variante a estudio desencadenaba 
un descenso en los niveles de pre-proteína y ligando maduro en el medio, promediados en el 36% y el 
53%, respectivamente. Asimismo, valiéndose de un constructo que constaba de dos elementos de 
respuesta BMP (BREs) unidos al gen de la luciferasa se testó la actividad de la proteína en presencia de 
la mutación, concluyéndose que la forma mutada presentaba el 50% de la actividad atribuida al alelo 
salvaje. En definitiva, en presencia de una segunda variante patogénica los niveles de señalización 
descendían por debajo de un valor crítico (Asai-Coakwell et al., 2013). 
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4.1.6. Diagnóstico molecular del probando P7 
El probando P7 recibió un diagnóstico clínico de retinosis pigmentaria compatible con el hallazgo de la 
variante nonsense c.9405T>A en EYS en homocigosis. Dicho cambio nucleótidico había sido 
previamente reportado como patogénico por Collin et al. (2008). A considerar que EYS es uno de los 
genes más frecuentemente mutados en la retinosis pigmentaria con un patrón hereditaria autosómico 
recesivo. EYS codifica para la proteína EYS (eyes shut homolog), que se expresa predominantemente 
en la retina y cuya pérdida de función se considera la causa molecular de la retinosis pigmentaria 
asociada a EYS (Messchaert et al., 2018).   
4.1.7. Diagnóstico molecular del probando P8 
Inicialmente, el paciente 49387 recibió un diagnóstico clínico de retinosis pigmentaria que más 
adelante fue reclasificado como coroideremia. En primera instancia, el análisis de su panel de genes 
no reportó ninguna variante potencialmente patogénica o patogénica. Sin embargo, la coroideremia 
es una patología que se debe exclusivamente a mutaciones en el gen CHM, por lo tanto, se asumió que 
la mutación responsable debía estar ubicada en las regiones pobremente cubiertas de este gen. De 
este modo, revisando esas regiones con baja cobertura se identificó la variante novel c.856C>T que da 
lugar a la forma truncada de la proteína p.(Gln286Ter) (Tabla 4).  
El gen CHM codifica para la subunidad de reconocimiento del sustrato (REP-1) del complejo enzimático 
Rab geranilgeranil transferasa (complejo GGTasa). Las proteínas Rab son las responsables del 
transporte proteico en el interior de los fotorreceptores, la regulación de la fagocitosis y la degradación 
de los discos membranosos por medio del epitelio pigmentario de la retina, ya que intervienen en la 
formación de los orgánulos y en el tráfico de vesículas en las vías secretoras y en las endocíticas 
(Stenmark, 2009). REP-1 actúa coordinadamente con el dímero catalítico Rab GGTasa. Primeramente, 
REP-1 reconoce la forma no prenilada de las proteínas Rab, lo que permite que la subunidad catalítica 
transfiera un grupo geranilgeranil a un residuo de cisteína situado en el extremo C-terminal (Douglas 
et al., 1993). Esta modificación post-traduccional condiciona la localización subcelular de las proteínas 
Rab (Alexandrov et al., 1994).  
En la actualidad, se han descrito al menos 195 mutaciones deletéreas en CHM entre las que se incluyen: 
deleciones (31%), inserciones (4%), duplicaciones (4%), nonsense (39%), splice-site (13%) y frameshift 
(8%) (Imani et al., 2018). La variante a estudio codifica para una proteína mutada severamente 
truncada, en la que se habrían delecionado 368 residuos en el extremo C-terminal. La aparición del 
codón terminador supondría la pérdida de un dominio denominado pliegue de Rossman de unión a 
NAD(P)H/NAD(P) (+), ya que únicamente se habrían conservado los 61 primeros residuos.  
4.2. Resultados de la secuenciación de los exomas completos 
Tras la implementación del panel de genes resta un subgrupo de pacientes para los que no se ha 
detectado mutaciones patogénicas o potencialmente patogénicas en los genes señalados. Para esta 
cohorte de pacientes con sospecha clínica de DHR para los que la causa genética subyacente no ha 
sido identificada, se ha realizado la secuenciación y análisis del exoma completo.  
Mediante esta aproximación únicamente se ha logrado el diagnóstico genético de los probandos RPN-
464 y RPN-465 (fRPN-PV), dos hermanos que habían sido previamente diagnosticados con retinosis 
pigmentaria con un patrón de herencia autosómica recesiva (Tabla 6). Este resultado es previsible, 
puesto que las ratios diagnósticas alcanzadas por medio del WES en DHR no son superiores al 70% (Lee 
et al., 2015; Riera et al., 2017; Wang et al., 2018; Zhang et al., 2018; Liu et al., 2020). A destacar que 
las mutaciones causantes de la patología se localizaban en IFT140, un locus que no había incluido 
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originariamente en el panel de genes asociados a DHR (Rodríguez-Muñoz, 2020), lo que resalta la 
necesidad de actualizar constantemente esta herramienta diagnóstica. Evidentemente, su inclusión en 
la versión actual del panel constituyó un acierto. Por supuesto, el WES no presenta esta desventaja, si 
bien, plantea una mayor complejidad en el procesamiento de datos, así como la pérdida de la variación 
intrónica incluida en el panel.  
Tabla 6: Variantes identificadas en la cohorte de pacientes analizada por WES en función del panel virtual de 
genes asociados a DHR. 
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En negrita únicamente constan las mutaciones que constituyen la causa genética de la enfermedad. 
VOUS: variant of uncertain significance; Het: heterocigosis; Hom: homocigosis. 
En general, los cilios son orgánulos altamente conservados que desempeñan procesos cruciales en 
múltiples tipos celulares, interviniendo en la motilidad, el transporte de fluidos y partículas en las 
superficies epiteliales y en la transducción de señales (Berbari et al., 2009). La presencia extendida de 
los cilios en el organismo se traduce en la heterogeneidad genética y clínica que caracteriza a las 
ciliopatías multisistémicas (Gerdes et al., 2009). Concretamente, en los fotorreceptores el cilio 
conector realiza una función de transporte de proteínas desde el segmento interno hasta el segmento 
externo y viceversa (Kolb, 2021). Con esta finalidad, el cilio dispone de un sistema de transporte 
bidireccional denominado sistema de transporte intraflagelar (IFT: intraflagellar transport system) 
(Rosenbaum y Witman, 2002). El IFT se encuentra constituido por dos complejos proteicos que se 
asocian de forma laxa: el complejo A y el complejo B. IFT140 se encuentra formando parte del complejo 
A, que se especializa en el transporte retrógrado y no es estrictamente necesario para el ensamblaje 
del cilio (Tsao y Gorovsky, 2008; Iomini et al., 2008).  
Una disrupción en los componentes de IFT implica la alteración de la localización de las proteínas.  Por 
este motivo, la disrupción de los genes ciliares puede conducir a la degeneración de los fotorreceptores 
(Marszalek et al. 2000; Krock y Perkins, 2008; Keady et al. 2011). A este respecto, se ha probado que 
una deleción severa de ift140 en los conos del ratón adulto desemboca en la acumulación anormal de 
opsina en la membrana nuclear y en el segmento interno. Estas evidencias señalan a la alteración del 
transporte proteico como un mecanismo potencial de degeneración retiniana (Crouse et al., 2014). 
Asimismo, con independencia de su rol en el mantenimiento de los fotorreceptores adultos, IFT140 
participa en el desarrollo temprano de los fotorreceptores (Miller et al., 2013). 
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En la bibliografía encontramos precedentes de que distintas mutaciones sobre el mismo gen ciliar (ej. 
WDR35, WDR19, CEP290 e IQCB1) dan lugar a un amplio rango fenotípico, incluyendo tanto una 
afectación aislada (ej. nefroptosis o amaurosis congénita de Leber) como multisistémica e incluso 
patologías letales para el embrión (Otto et al., 2005; Coppieters et al., 2010; Gilissenet al., 2010; Mill 
et al., 2011; Bredrup et al., 2011; Estrada-Cuzcano et al., 2011; Stone et al., 2011).  
Las mutaciones en IFT140 pueden provocar tanto una afectación sindrómica, específicamente el 
síndrome de Mainzer-Saldino (SMS, ORPHA:140969, MIM # 266920), la distrofia torácica asfixiante de 
Jeune (DTAJ, ORPHA:474), el síndrome de Sensenbrenner o displasia cráneo-ectodérmica (DCE, 
ORPHA:1515) y el síndrome de la trigonocefalia C de Opitz (STCO, ORPHA:1308), como amaurosis 
congénita de Leber o retinosis pigmentaria (Perrault et al., 2012; Schmidts et al., 2013; Khan et al., 
2014; Xu et al., 2015; Bayat et al., 2016; Peña-Padilla et al., 2016). En este sentido no debe 
subestimarse la contribución de los efectos epistáticos de los alelos modificadores en otros genes 
ciliares, así como el efecto diferencial de los distintos alelos mutantes, a la variabilidad clínica 
observada (Coppieters et al., 2010; Xu et al., 2015).  
Las variantes previamente reportadas en afecciones sindrómicas (Perrault et al., 2012; Schmidts et al., 
2013) se concentraban en la región N-terminal de IFT140, algunas localizadas sobre las repeticiones 
WD (Repeticiones de β-transducina). Por el contrario, las variantes missense identificadas por Xu et al. 
(2015) en una cohorte constituida exclusivamente por pacientes de amaurosis congénita de Leber y 
retinosis pigmentaria recaían principalmente sobre el extremo C-terminal, en las repeticiones TPR 
(Repeticiones de tetratricopeptide). Tomando en consideración que tanto las repeticiones WD (Xu y 
Min, 2011) como las TPR (D’Andrea y Regan, 2003) participan en las interacciones proteína-proteína, 
Xu et al. (2014) especularon que la posición de la variante a estudio contribuía al fenotipo de 
enfermedad. Sin embargo, destacaron la necesidad de ahondar en el rol que juegan estas repeticiones 
en el funcionamiento de IFT140. Curiosamente, no se apreciaron diferencias entre los probandos con 
amaurosis congénita de Leber y aquellos con retinosis pigmentaria, probablemente debido al número 
limitado de pacientes que formaba la cohorte (Xu et al., 2015). 
En la familia analizada en estudio, en ambos hermanos se identificaron dos mutaciones que recaían 
sobre IFT140: la variante missense c.634G>A que había sido reportada como patogénica con 
anterioridad (Perrault et al., 2012; Helm et al., 2017) y la missense novel c.1682G>T (Figura 11). 
En lo respectivo a c.1682 G>T, nuestra clasificación preliminar la asignaba como una variante de 
significado clínico incierto en base a su ausencia en la población control (gnomAD exomes y gnomAD 
genomes), las predicciones in silico obtenidas vía la herramienta de búsqueda Varsome que apuntaban 
hacia un posible efecto benigno y finalmente, el escaso grado de conservación de la posición. Si bien, 
su presencia en los dos hermanos sugiere que puede estar asociada a la enfermedad. A nivel de 
proteína esta mutación daría lugar a la sustitución p.(Ser561Ile). Desafortunadamente, no se pudo 
llevar a cabo un análisis de la segregación de las variantes, puesto que no se disponía de ADN de los 
progenitores de la familia fRPN-PV (Figura 11).  
La variante patogénica c.634G>A (exón 6) fue descrita por primera vez por Perrault et al. (2012) en tres 
heterocigotos compuestos pertenecientes a dos familias que no guardaban relación entre sí de una 
cohorte de afectados por el síndrome de Mainzer-Saldino, que además albergaban una segunda 
variante nula en trans (frameshift y sitio canónico de splicing). En consonancia con estas 
observaciones, se prevé que a pesar de la sustitución p.(Gly212Arg) la proteína resultante retiene 
parcialmente su funcionalidad. Sin embargo, se requieren estudios funcionales adicionales para 
determinar si este cambio nucleotídico da lugar a un péptido funcional y estable (Helm et al., 2017).  
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Además, la presencia de dos variantes de pérdida de función en IFT probablemente sea incompatible 
con la vida pasada la embriogénesis temprana. Por ello, la configuración más habitual es que hallemos 
una mutación recesiva de anulación de función en trans con un cambio hipomórfico (Helm et al., 2017). 
Helm et al. (2017) plantearon dos mecanismos, por los que, la variante podría alterar la funcionalidad 
de la proteína: una sustitución aminoacídica en una posición conservada del dominio WD40 o la 
disrupción del splicing del preARNm vía la pérdida de un sitio canónico dador de splicing. Los autores 
llevaron a cabo un estudio funcional en líneas celulares de linfocitos establecidas a partir de una 
muestra de sangre periférica de un paciente con el cambio c.634G>A en homocigosis. Los autores 
procedieron recuperando el ARN total de las líneas celulares con la mutación, así como de las líneas 
celulares control. Seguidamente, llevaron a cabo una RT-PCR y sobre el cDNA amplificaron una región 
de 461 bases que abarcaba del exón 4 al exón 8. Para el probando se obtuvieron dos productos de 
amplificación que diferían en su tamaño. En el producto de amplificación minoritario se había 
producido una pérdida de 143 bases en el exón 6, modificando la pauta de lectura y motivando la 
aparición de un codón de stop en el residuo 171. Por otra parte, el transcrito mayoritario presentaba 
un tamaño equivalente al del control. En resumen, se sintetizan dos formas del transcritos: una versión 
minoritaria delecionada que produce una pérdida de función y un transcrito mayoritario portador de 
una variante missense probablemente patogénica.   
La supresión del transporte anterógrado y retrogrado mediado por el complejo IFT produce defectos 
en la gastrulación en los embriones del pez cebra en el estadio del desarrollo mid-somite. Previamente, 
los autores probaron que los resultados de la evaluación de las variantes missense obtenidos por 
medio de un ensayo de complementación in vivo (Niederriter et al., 2013) basado en el rescate de los 
defectos de gastrulación se correlacionaban estrechamente con los alcanzados a través de un estudio 
de complementación in vitro en el que se medía la longitud del cilio (Davis et al., 2011; McIntyre et al., 
2012). Para la determinación del efecto de la missense c.634G>A, Helm et al. (2017) identificaron el 
ortólogo de IFT140 en el pez cebra (59% identidad; 76% similitud) y este fue suprimido con un 
morfolino (MO) previamente validado (Tsujikawa y Malicki, 2004). A continuación, se testaron dosis 
crecientes del morfolino supresor del splicing en embriones en el estadio de 1-4 células, lo que resultó 
en la aparición de defectos en la gastrulación. Seguidamente, se examinó la capacidad de dosis 
equivalentes del transcrito wildtype y del codificante para la sustitución p.(Gly212Arg) para rescatar 
los defectos de gastrulación. Los embriones a los que se había inyectado el mRNA portador de la 
variante a estudio presentaban un menor grado de recuperación que aquellos que habían sido 
rescatados con el transcrito wildtype. Sin embargo, se observaba una mejoría con respecto a los 
controles que habían sido únicamente tratados con el morfolino, lo que es indicativo de la mutación 
estudiada provoca una pérdida de la función parcial. 
Por otro lado, Perrault et al. (2012) realizó un ensayo en una línea celular de telomerasa inmortalizada 
del epitelio pigmentario (RPE1) con el propósito de establecer los efectos de la variante a estudio sobre 
la localización subcelular de la proteína por medio de una proteína de fusión IFT140-FLAG. La forma 
mutada de la proteína se ubicaba parcialmente en el cuerpo basal o prácticamente perdía su 
localización, lo que también se reflejaba en un aumento del marcaje en el citoplasma. Por el contrario, 
la proteína wildtype se ubicaba íntegramente en el cuerpo basal de las células RPE1. Por lo tanto, la 
missense c.634G>A modifica la localización subcelular normal de IFT140. 
El síndrome de Mainzer-Saldino es una ciliopatía rara de herencia autosómica recesiva que está 
asociada a epífisis falangias con morfología cónica, enfermedad renal crónica y retinosis pigmentaria 
severa de aparición temprana (Perrault et al., 2012). Además, se ha descrito un solapamiento 
fenotípico con la distrofia torácica asfixiante de Jeune. En la mayoría de los casos, los pacientes 
presentan nefroptosis juvenil (enfermedad quística medular) de avance progresivo. Aun así, la edad 
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de inicio y el desarrollo de la disfunción renal varían incluso intrafamiliarmente (Beals y Weleber, 
2007). 
Bifari et al. (2016) realizaron un examen oftalmológico exhaustivo en doce sujetos procedentes de 
once familias consanguíneas originarias de Arabia Saudí. Los individuos afectos portaban la mutación 
c.1990G>A (p.(Glu664Lys)) en homocigosis. En cuanto a la determinación del fenotipo extraocular, se 
accedió al historial médico de los pacientes, de manera que, no todos los integrantes del estudio 
habían sido sometidos a las mismas pruebas diagnósticas durante el proceso de evaluación clínica. 
Cuatro participantes no mostraron signos evidentes de patología extraocular, incluyendo un varón de 
18 años con una historia clínica compatible con amaurosis congénita de Leber. Sorprendentemente, 
en sus familiares afectados tampoco había indicios de sintomatología extraocular, sugiriendo que 
pueden permanecer no-sindrómicos hasta la adultez temprana. Estos autores confirmaron la hipótesis 
inicialmente formulada por Perrault et al. (2012) a raíz del examen de una niña saudí, homocigota para 
el cambio c.1990G>A. Aunque, en el 2012 la paciente contaba tan solo con un año de edad, por lo que, 
era demasiado pronto para emitir un juicio al respecto.  
La función renal únicamente estaba afectada en un solo probando, lo que contrastaba con los hallazgos 
en la cohorte de Perrault, donde el daño renal era un rasgo generalizado. Asimismo, las dos familias 
de origen saudí incluidas en el estudio de Perrault et al. (2012) presentaban la variante c.1990G>A en 
homocigosis y eran las únicas de la serie sin signos evidentes de enfermedad renal durante la infancia. 
Si bien, Bifari et al. (2016) matizaron que no se había realizado un examen cuidadoso de la función 
renal que hubiera podido desvelar manifestaciones subclínicas de enfermedad renal.  
En la investigación de Perrault et al. (2012), los individuos que manifestaban disfunción renal 
albergaban una variante deletérea que resultaba en una forma severamente truncada de IFT140 en 
trans con una mutación missense, exceptuando un probando que junto a la variante c.699T>G en 
homocigosis presentaba múltiples cambios en heterocigosis para otros genes involucrados en 
ciliopatías. A este respecto, la mutación de otros loci asociados a las ciliopatías podría estar 
contribuyendo al fallo renal. Los autores aluden a esta posible correlación entre el genotipo y el 
fenotipo.  
No obstante, debe tenerse en cuenta que el cambio nucleotídico c.1990G>A no se localiza en el 
extremo N-terminal de la proteína, por lo que, sería coherente con la hipótesis formulada por Xu et al. 
(2014). En contraposición, c.634G>A recae sobre el dominio WD40 en el extremo N-terminal de la 
proteína y hasta la fecha únicamente ha sido reportado en afecciones sindrómicas, incluyendo un 
individuo portador de la variante en homocigosis (Helm et al., 2017). En los dos probandos de nuestro 
estudio, la mayor levedad del fenotipo observado podría deberse al efecto diferencial de la missense 
c.1682G>T. 
En aquellos pacientes en los que un abordaje centrado en el panel virtual de genes asociados a DHR 
no dio con la causa molecular de la enfermedad, se procedió a examinar la totalidad del exoma. Se 
identificó algunas variantes candidatas para las que sería recomendable llevar a cabo un análisis de la 
segregación. No obstante, no se disponía de ADN del probando RPN-293, lo que impedía la validación 
de los cambios nucleotídicos por medio de la secuenciación Sanger. Por otra parte, tampoco 
contábamos con ADN de individuos emparentados con el probando RPN-329, por ello, fue imposible 
seguir este cauce de acción. La discusión de las variantes reportadas ha quedado relegadas a la tabla 
suplementaria 7 en el anexo, porque carecemos de evidencia lo suficientemente robusta para 
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Figura  11: Genealogía de la familia fRPN-PV diagnosticada con retinosis pigmentaria autosómica recesiva. 
5. CONCLUSIONES 
Nuestros resultados prueban que la secuenciación dirigida a un panel de genes asociados a las DHR se 
mantiene como un abordaje recomendable para el diagnóstico genético de este conjunto de 
enfermedades. Disponer de un panel de genes nos permite estudiar eficientemente los loci 
previamente descritos en DHR independientemente de la precisión del diagnóstico clínico del 
paciente, lo cual es indudablemente ventajoso considerando la heterogeneidad fenotípica y el 
solapamiento parcial entre las diferentes entidades clínicas. Asimismo, puede incrementarse el 
número de sondas dirigidas a las regiones repetitivas del genoma como ORF15 en el gen RPGR, al que 
se le atribuye el 70% de los casos de retinosis pigmentaria con herencia ligada al X (Vervoort et al., 
2000; Hartong et al., 2006; Rodríguez-Muñoz, 2020). También nos ofrece la posibilidad de estudiar las 
mutaciones intrónicas profundas, lo cual es de gran utilidad para completar el diagnóstico genético 
como ha ocurrido con la identificación de la variante c.5196+1056A>G en ABCA4 en el paciente P2.  
Recientemente, el abaratamiento de las plataformas de secuenciación masiva ha contribuido a igualar 
los costes atribuidos a un panel de genes con los de la secuenciación del WES. Por ello, ha dejado de 
ser un factor determinante en la elección de la estrategia a implementar. Dependiendo de las 
preferencias de los investigadores en los relativo a la precisión y a la profundidad del análisis, así como 
al tiempo consumido, algunos grupos de investigación se han decantado por el WES (Lee et al., 2015; 
Riera et al., 2017; Zhang et al., 2018). La velocidad a la que se realizan nuevos descubrimientos de 
genes asociados a DHR hace que prescindir de la necesidad de actualización continuada de los paneles 
resulte una opción atractiva. A este respecto, el hallazgo de dos variantes deletéreas en IFT140, un gen 
que no había sido considerado en el diseño original del panel, en los probandos RPN-464 y RPN-465 
evidencia las ventajas de este abordaje para el diagnóstico genético de DHR. No obstante, pese a su 
potencial para el descubrimiento de nuevos genes vinculados a DHR, los porcentajes de diagnóstico 
logrados mediante WES no superan el 70% (Lee et al., 2015; Riera et al., 2017; Wang et al., 2018; Zhang 
et al., 2018; Liu et al., 2020). Este dato evidencia la necesidad de estudios adicionales que profundicen 
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en las regiones intrónicas, en otras regiones no codificantes y en la epigenética para mejorar los 
porcentajes de diagnóstico (García Bohórquez et al., 2021). 
Finalmente, más de un tercio de las mutaciones identificadas en los pacientes de DHR son de 
significado clínica incierta. Consecuentemente, la realización de estudios enfocados a determinar su 
patogenicidad, ya sean estudios de co-segregación, estudios poblacionales y/o ensayos funcionales, 
resulta determinante para incrementar la precisión diagnóstica y ahondar en nuestros conocimientos 
sobre la fisiopatología de las DHR. A destacar que los ensayos con minigenes ofrecen una gran 
oportunidad para esclarecer los efectos de una variante sobre el proceso de splicing. En este trabajo 
se ha concluido que la variante c.2489-2A>G en OFD1 produce la pérdida de las primeras seis bases 
del exón 19. 
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7. ANEXO 





Tabla suplementaria 2: Condiciones de PCR para la amplificación de las variantes potencialmente patogénicas 
o patogénicas identificadas mediante el panel de genes. 
 
Tabla suplementaria 3: Condiciones de PCR para la amplificación de las variantes de splicing a analizar por 




1x 94°C 3' 
30x 
94°C 30'' 
Ta hibridación 30'' 
72°C t extensión 
1x 72°C 7' 
Código Gen Variante Ta Hibridación t extensión Amplicón Otros Cebadores 




ABCA4 c.428C>T 60°C 45'' 783 pb   
TGTAGTAGCTAGGCCAGACACA 
TACCTTCCAGGCTTCTGTGG 
ABCA4 c.5196+1056A>G 58°C 1' 370 pb +1,25µL MgCl2 
CAGGGATCATTATGACATCAAC  
GGATAAGAGCATCAACTGCAG 
CACNA2D4 c.2974+3G>T 62°C 30'' 700 pb   
CAGGGAAGAGGGTGTCCTG 
GCCTGACCGTCCTCATGT 
HK1 c.27G>A 55°C 30'' 570 pb   
TCTGCACTATGTCTTGGTTCTCA 
CAGGTTGAGCAGGCTATGGT 




NRL c.654del 58°C 45'' 690 pb + 1µL DMSO 
GCTCTGGACCGAAACAGACT 
CCCTCTCCAGAAAATGACCA 
PRPH2 c.421T>C 55°C 45'' 780 pb   
TGGGCTCGTTAAGGTTTGG 
TACGCAGCAATAAGTTGTGC 
P5 GDF6 c.746C>A 62°C 30'' 643 pb 




P6 ABCA4 c.3113C>T 60°C 30'' 353 pb   
CCACCACAGTGAGCATCTTG 
AAGCTCTCCTGCTCCAAGC 
P7 EYS c.9405T>A 57°C 1' 999 pb +1µL MgCl2 
GGTGGGAAGGTATTGTGAAAAC 
ATCCCTAATTCATTCCCAACTG 
P8 CHM c.856C>T 57°C 30'' 656 pb   
GGGAGAACCACAGTGTTTGTTT 
ATGCCACTTCAGCAATGAAA 
Código Gen Variante Ta Hibridación t extensión Amplicón Cebadores 
P1 OFD1 c.2489-2A>C 57°C 30'' 700 pb 
AAGAATCTCGAGTGAGAGGGCTTGGTAAATTTTG 
AAGAATGCTAGC TCCCAAGGAACAGTTTTTGC 
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1x 98°C 5' 
35x 
98°C 30'' 




1x 72°C 7' 
  
43 
Diagnóstico molecular de pacientes con distrofias hereditarias de la retina mediante 
secuenciación de un panel de genes y del exoma completo 
Tabla suplementaria 5:  Genes incluidos en el panel virtual. 
ABCA4 BBS4 CIC ELOVL1 GUCY2D LAMA1 NMNAT1 PKM RDH5 SLC25A46 TUBGCP6 
ABCA5 BBS5 CLCC1 ELOVL4 HARS LAMB2 NPHP1 PLA2G5 RECQL4 SLC37A3 TULP1 
ABCC6 BBS7 CLN3 EMC1 HEATR5A  LAMC3 NPHP3 PLK4 REEP6 SLC4A7 UBAP1L  
ABHD12 BBS9 CLRN1 EML4 HECTD3 LAMP1 NPHP4 PLXNB2 RGR SLC6A6 UNC119 
ACACB BCOR CLUAP1 EP300 HGSNAT LARGE1 NR2E3 PLXNB3 RGS22 SLC7A14 USH1C 
ACAD9 BEST1 CNGA1 EPB41L4A  HK1 LCA5 NR2F1 PNPLA6 RGS9 SNRNP200 USH1G 
ACBD5 BICDL2 CNGA3 ERICH6 HMCN1 LCA5L NRL POC1B RGS9BP SNX18 USH2A 
ACO2 BPHL CNGB1 ESPN HMX1 LRAT NXF1 POC5 RHO SNX29 USP15 
ADAM9 C12orf29 CNGB3 EXOSC2 HSPA9 LRIT3 NYX POMGNT1 RIMS1 SON USP16 
ADAMTS18 C12orf65 CNNM4 EYS IDH3A LRP5 OAT POMGNT2 RIMS2 SPATA7 USP45 
ADCY3 C1QTNF5 COL11A1 FAM13A IDH3B LTBP1 OFD1 POMZP3 RLBP1 SPG11 VCAN 
ADGRV1 C8orf37 COL2A1 FAM135B IFT140 LZTFL1 OPA1 PPP1R21 RNU4ATAC SPP2 VPS13B 
ADIPOR1 CA4 COL6A6 FAM161A IFT172 MAK OPA3 PQLC2 ROM1 SSBP1 VPS13D 
AFG3L2 CABP4 COL9A1 FAM208B IFT27 MAP7D2  OPN1LW PRCD RP1 SYTL4 VSX2 
AGBL5 CACNA1F COX16 FAM57B IFT81 MAPKAPK3 OPN1MW PRDM13 RP1L1 TBC1D32 WDPCP 
AHI1 CACNA2D4 CPNE1 FBN1 IGSF1 MAPRE2 OPN1SW PREX2 RP2 TBC1D5 WDR19 
AHR CALHM3 CRB1 FBN2 IMPDH1 MCM7 OTOGL PROM1 RP9 TCF20  WFS1 
AIPL1 CAPN5 CRTAC1 FDFT1 IMPG1 MERTK OTX2 PRPF3 RPE65 TEAD1 XPNPEP2 
ALMS1 CASKIN1 CRX FDXR IMPG2 METTL9 PANK2 PRPF31 RPGR TECPR2  ZNF408 
ANAPC16 CASZ1 CSPP1 FLVCR1 INPP5E MFN2 PARD3 PRPF4 RPGRIP1 TIMM8A ZNF423 
AP3D1 CC2D2A CTNNA1 FRMD7 INVS MFRP PARD3B PRPF4B RPGRIP1L TIMP3 ZNF513 
ARHGEF16 CCP110  CWC27 FSCN2 IQCB1 MFSD8 PAX2 PRPF6 RS1 TJP1 CFAP410 
ARHGEF17 CCT2 CYP1A1 FZD4 IRX1 MIGA1 PCDH15 PRPF8 RTN4IP1 TKTL2 PCARE 
ARHGEF18 CDH23 CYP4V2 GDF6 IRX5 MIR204 PCDHGC3 PRPH2 RTTN TMED7 WHRN 
ARHGEF38 CDH3 DACT1 GMIP IRX6 MKKS PCM1 PRPS1 RUSC1 TMEM126A ADGRA3 
ARL2BP CDHR1 DHDDS GNAT1 ITIH2 MKS1 PCYT1A PTPRN2 SAG TMEM216 KHDC4 
ARL3 CEP128 DHX32 GNAT2 ITM2B MTTP PDE6A PWWP2A SAMD11 TMEM237 TTC8 
ARL6 CEP162 DHX34 GNB3 JAG1 MVK PDE6B RAB28 SAMD7 TMEM87B PROS1 
ARSG CEP164 DHX38 GNPTAB KCNJ13 MYO7A PDE6C RAB5B SAP30 TNXB ENSA 
ASIC5 CEP19 DIDO1 GNPTG KCNQ5 MYOM1 PDE6G RANBP2 SASS6 TOPORS DACT2 
ASRGL1 CEP250 DMBX1 GPR179 KCNV2 MYO10 PDE6H RASGRF2 SCAPER TREX1 DDR1 
ATF6 CEP290 DMD GPR45 KIAA0907 NBAS PDZD7 RAX2 SCLT1 TRIM32 CCDC188 
ATP1B2 CEP78 DRAM2 GRID2 KIAA1549 NDP PEX1 RB1 SDCCAG8 TRNT1 KIFAP3 
ATXN7 CEP83 DSCAML1 GRK1 KIF11 NDRG4 PEX2 RBP3 SEMA4A TRPM1 KIF3A 
BBIP1 CERKL DTHD1 GRM6 KIF3B NDUFS3 PEX6 RBP4 SF3B2  TSPAN12 
  
BBS1 CFAP20 DYNC2H1 GRN KIFAB3 NDUFA12 PEX7 RCBTB1 SGSH TTLL5 
BBS10 CFH EDEM3 GUCA1A KIRREL2 NUTMD2 PGK1 RD3 SH3GL2 TTPA 
BBS12 CHM EFEMP1 GUCA1B KIZ NEK2 PHYH RDH11 SHROOM2 TUB 







Diagnóstico molecular de pacientes con distrofias hereditarias de la retina mediante 
secuenciación de un panel de genes y del exoma completo 
Tabla suplementaria 6: Condiciones de PCR para la amplificación de las variantes identificadas por WES 
acotada al panel virtual. 
Código Gen Variante Ta Hibridación t extensión Amplicón Cebadores 





IFT140 c.634G>A 57°C 30'' 590 pb 
CTCCTGGCGAGTAAGTGTGG 
CATGCAGTCAGCCTGTAAATG 




Tabla suplementaria 7:  Selección preliminar de variantes delétereas o probablemente deletéreas identificadas 
por WES. 
Código Gen Transcrito Variante 
RPN-293 
LZTR1 NM_006767.3 c.365C>A 
MSTO1 NM_018116.4 c.22G>A(1) 
NHEJ1  NM_024782.2 c.169C>G 
RPN-329 
FBXW11 NM_012300.2 c.610_616del(2) 
HECTD1 NM_015382.3 c.2506_2507del 
RALGAPA1 NM_001283043.3 c.5919_5920del 
RTF1 NM_015138.4 c.30del(3) 
SEC23IP NM_007190.3 c.2759-2A>G  
SLC25A12 NM_003705.4 c.1848delinsGG  
TRANK1 NM_001329998.1  c.6382C>T  
ZNF782 NM_001001662.2 c.1912C>T 
 
En negrita se remarcan aquellos cambios nucleotídicos encontrados en genes que por el momento no han sido 
asociados a las DHR que podrían hallarse detrás del fenotipo de enfermedad del probando. (1) MSTO1 se 
encuentra asociado al síndrome de miopatía mitocondrial-ataxia cerebelosa-retinopatía pigmentaria, patología 
para la que se ha descrito tanto un patrón de herencia autosómico dominante como autosómico recesivo. 
Aunque, el diagnóstico clínico que recibió el paciente RPN-393 no encajaría con la sintomatología extraocular 
vinculada a mutaciones en MSTO1. (2) FBXW11 codica para una proteína F-box que forma parte del complejo 
ubiquitina ligasa SCT, cuyas dianas moleculares incluyen β-cateninas y factores de transcripción GLI, que actúan 
como mediadores en las rutas de señalización Wnt y Hh, respectivamente, fundamentales para el desarrollo 
neurológico, digital y ocular (DOI: 10.1016/j.ajhg.2019.07.005). Mutaciones en FBXW11 han sido asociadas a 
diversas anomalías fenotípicas durante el desarrollo, que no se corresponden estrictamente con la 
sintomatología clínica de RPN-329. (3) RTF1 codifica para un componente del complejo PAF1, que es requerido 
para la transcricpción de los genes de las rutas de señalización Hox y Wnt.  
 
